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Objectifs de la thèse et résumé des travaux 
Les lymphocytes cytotoxiques T CD8+ (LT CD8+) sont des cellules de l’immunité adaptative qui 
jouent un rôle essentiel dans les réponses immunitaires antitumorales via leurs capacités à 
reconnaitre et tuer spécifiquement les cellules cancéreuses. A la suite de la reconnaissance 
entre leur TCR et le complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I) /peptide exprimé 
par les cellules cibles, les LT CD8+ sécrètent des cytokines effectrices et des granules 
cytolytiques qui conduisent à l’apoptose de la cellule tumorale. Bien que l’activation des LT CD8+ 
résulte principalement de cette interaction, des récepteurs membranaires coactivateurs et 
coinhibiteurs régulent finement leurs fonctions. Les récepteurs inhibiteurs des LT CD8+ PD-1 et 
CTLA-4 représentent actuellement les cibles majeures des traitements immunothérapeutiques 
contre le cancer. L’Ipililumab (anti-CTLA-4) est utilisé dans le traitement de mélanome avancé, 
tandis que les anti-PD-1 ( Nivolumab et Pembrolizumab) sont utilisés dans le traitement de 
nombreux autres types de cancer (cancinomes urothéliaux et rénaux, mélanome, du cancer 
bronchique non à petites cellules et du lymphome). Malgré l’efficacité des immunothérapies 
dans l’amélioration de la survie de nombreux patients, elles ne parviennent pas à éradiquer la 
totalité des cellules tumorales et plusieurs types de cancers y sont insensibles. Ainsi, 
l’identification de nouvelles cibles régulant les fonctions antitumorales des LT CD8+ est un enjeu 
majeur dans la recherche et le développement de traitements anti-cancéreux. CD226 est un 
récepteur activateur des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ et des cellules NK. Il 
interagit avec ses ligands CD112 et CD155 fréquemment exprimés par les cellules tumorales 
pour augmenter leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et leur production de granules 
cytotoxiques qui conduisent à l’apoptose de la cellule tumorale. De nombreux modèles 
précliniques de cancers solides et hématopoïétiques ainsi que des analyses réalisées ex-vivo sur 
des cellules de patients ont démontré le rôle majeur de CD226 dans l’immunosurveillance 
antitumorale. Au vu du rôle de CD226 dans l’augmentation des fonctions effectrices des 
lymphocytes T CD8+, la caractérisation de son expression au sein de LT CD8+ circulants 
d’individus sains nous a conduit à identifier deux populations distinctes de lymphocytes T CD8+, 




Mes travaux ont donc initialement consisté à caractériser les propriétés fonctionnelles de ces 
deux populations lymphocytaires chez les individus sains. Nous avons démontré que l’absence 
de CD226 conduit à un état d’hyporéponse majeur des LT CD8+ vis-à-vis de la stimulation du 
TCR. Contrairement aux LT CD8+ CD226+, les LT CD8+ CD226- ne prolifèrent pas, sécrètent de 
faibles quantités de cytokines pro-inflammatoires et ont des capacités cytolytiques altérées vis-
à-vis de cibles tumorales. Des analyses transcriptomiques et fonctionnelles ont confirmé le rôle 
majeur de CD226 dans l’acquisition d’un programme d’activation des LT CD8+ stimulés par le 
TCR.  
Le deuxième objectif de ma thèse a été d’identifier  et de caractériser les populations 
lymphocytaires CD8+ CD226- et CD226+ dans un contexte tumoral, à la fois chez des patients 
atteints de cancer et dans des modèles murins précliniques. Chez des patients atteints de 
cancer (myélome multiple et cancer de l’ovaire ) et dans des modèles murins de mélanome ( 
B16F10) et de myélome multiple (MM), l’absence de CD226 caractérise une population de LT 
CD8+ intratumoraux aux faibles capacités prolifératives et aux fonctions effectrices altérées en 
réponse au TCR, dont la proportion est corrélée à la croissance tumorale chez la souris.                                              
Le troisième objectif de ma thèse a été de comprendre les mécanismes moléculaires à l’origine 
du développement des LT CD8+ CD226-. Nous avons donc mis en évidence que l’accumulation 
progressive des LT CD8+ CD226- hypofonctionnels chez des souris porteuses de tumeurs dépend 
de l’expression d’Eomes. Les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles semblent 
indiquer que l’absence de CD226 constitue un nouveau marqueur de LT CD8+ « épuisés ». De 
façon importante, nous avons démontré que l’expression de CD226 est requise pour l’efficacité 
de la réponse aux immunothérapies anti-PD-1 dans des modèles murins de tumeurs solides 
(mélanome B16K1 et carcinome du côlon MC38), ce qui tend à suggérer que l’absence de CD226 
à la surface des LT CD8+ est impliquée dans la résistance à l’immunothérapie chez des patients 
réfractaires. En conclusion, nos travaux indiquent que les LT CD8+ CD226- sont des LT CD8+ 
hyporépondeurs au signal TCR et qu’ils possèdent des caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles similaires à celles des LT CD8+ épuisés dans le cancer. On suppose donc que 
CD226 est un récepteur qui constitue un marqueur prédictif de la réponse aux traitements anti-
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A. L’immunosurveillance antitumorale 
1. Rappel historique  
L’hypothèse de « l’immunosurveillance » antitumorale selon laquelle le système immunitaire 
est impliqué dans la reconnaissance et le contrôle de la prolifération des tumeurs a été 
initialement formulée au début du XXième siècle par Paul Ehrlich puis reprise par Franck 
MacFarlane Brunet et Lewis Thomas dans les années 1950. Elle repose essentillement sur les 
découvertes du docteur William B. Cooley qui observe en 1891 qu’une infection par une 
bactérie responsable de l’érypsèle conduit à la régression de la tumeur chez un patient atteint 
de sarcome osseux. Ces observations suggèrent pour la première fois que la stimulation du 
système immunitaire joue un rôle majeur dans le contrôle la croissance tumorale. Les résultats 
issus de ces obervations ont conduit à la création des toxines de Coley à la fin du XXème siècle qui 
ont permis de réduire la taille des tumeurs chez des patients en phase terminale (Figure 1). 
 
Figure 1 : En 1891, le Dr William B. Colley démontre que le système immunitaire est impliqué dans l’immunosurveillance antitumorale.  
Le chirurgien Willaim B. Coley découvre que la surinfection bactérienne résultant des multiples opérations de son patient atteint de sarcome 
osseux est à l’origine de la régression de la tumeur. En 1893, la creation des toxines de Coley (vaccins contenant des bactéries mortes) a 
permis de faire régresser sensiblement la taille des tumeurs chez de nombreux patients (photo). 
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Vers la fin des années 1990, le concept de l’immunosurveillance est confirmé au travers des 
travaux menés sur des souris immunodéficientes dépourvues de la cytokine pro-inflammatoire 
IFN-γ ou de son récepteur (IFNR1) et sur des souris dépourvues de lymphocytes T, B et NKT ( 
souris RAG2-/-). Ces expériences ont démontré pour la première fois le rôle majeur de l’IFN-γ et 
des lymphocytes dans la protection de l’hôte contre la formation de tumeurs induites par des 
agents chimiques carcinogènes (MCA, Methylcholanthrene) et dans le contrôle de la croissance 
tumorale (Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001; Street, Cretney, & Smyth, 2001). Malgré le 
rôle du système immunitaire dans la reconnaissance spécifique et l’élimination des tumeurs, 
une étude effectuée en 2001 révèle la complexité des interactions entre les acteurs de la 
réponse immunitaire et les cellules cancéreuses. Chez la souris, des expériences de 
transplantations de tumeurs induites par le MCA ont en effet démontré que 40%  des tumeurs 
issues de souris immunodéficientes RAG2-/- sont éliminées par le système immunitaire de souris 
naïves syngéniques sauvages, contrairement aux tumeurs issues de souris immunompétentes 
qui se développent progressivement (Shankaran et al., 2001). Ces résultats montrent qu’au-delà 
de protéger l’hôte de la croissance tumorale, le système immunitaire modifie l’immunogénicité 
des cellules cancéreuses. 
2. L’immunoediting  
Le concept de « l’immunoediting » proposé au début des années 2000 par Robert Schreiber 
décrit ainsi la dualité des rôles du système immunitaire dans la protection contre le 
développement tumoral et dans le remodelage de la tumorigénicité des cellules cancéreuses. 
L’immunoediting est un ensemble de processus dynamiques mis en place par le système 
immunitaire pour éliminer les cellules cancéreuses et contrôler la progression tumorale (Dunn, 
Bruce, Ikeda, Old, & Schreiber, 2002). Il comprend trois phases successives suivant la « règle des 






Figure 2 : Les trois phases de l'immunoediting 
From Robert D. Schreiber, Lloyd J. Old and Mark J. Smyth, Cancer immunoediting: Integrating the role of immunity in cancer suppression and 
promotion Science, 2011 
 
Dans les temps précoces de la phase d’élimination, les cellules de l’immunité innée recrutées au site de la tumeur reconnaissent les cellules 
tumorales et produisent principalement de l’IFN-γ et de l’IL-12 pour conduire à leur apoptose. Les débris cellulaires issus de l’apoptose des 
cellules tumorales sont ensuite ingérés par les cellules dendritiques qui activent les lymphocytes T de l’immunité adaptative dans les ganglions 
drainants. Les lymphocytes T activés tuent ensuite spécifiquement les cellules tumorales. La phase d’équilibre est caractérisée par le maintien de 
la croissance tumorale par les lymphocytes T et précède la phase de l’échappement. La phase de l’échappement décrit l’échappement des 
variants tumoraux au système de reconnaissance par les LT ainsi qu’à leurs fonctions effectrices. La diminution de l’expression du CMH-I par les 
cellules tumorales, le microenvironnement immunosuppressif  et l’expression de récepteurs inhibiteurs par les LT sont des mécanismes majeurs 




La phase d’élimination est caractérisée par la reconnaissance et la destruction des cellules 
tumorales par les lymphocytes de l’immunité innée (lymphocytes NK et NKT) et les lymphocytes 
l’immunité adaptative (lymphocytes T CD4+ et CD8+) recrutés par chimiotactisme au site tumoral 
riche en médiateurs solubles pro-inflammatoires (histamine, chimiokines et cytokines).  
Les lymphocytes T γδ sont des lymphocytes T cytotoxiques qui possèdent les caractéristiques 
des lymphocytes de l’immunité innée et de l’immunité adaptative puisqu’ils sont capables de 
reconnaître via leur TCR des motifs moléculaires microbiens. Leurs rôles dans l’immunité 
antitumorale restent actuellement mal caractérisés (Y. Zhao, Niu, & Cui, 2018). Malgré la 
stimulation optimale des réponses immunitaires antitumorales dans la phase d’élimination, 
celles-ci ne parviennent pas toujours à détruire totalement les cellules cancéreuses. Ainsi, une 
phase d’équilibre se met en place entre les cellules immunitaires et les cellules tumorales 
résiduelles. C’est une phase dynamique où les lymphocytes T contrôlent la croissance tumorale 
mais conditionnent également la survie de variants tumoraux. Chez certains patients atteints de 
cancer, la phase d’équilibre peut perdurer de nombreuses années et rendre indétectable la 
tumeur. Cependant, elle est généralement rompue dans la majeure partie des cas. En effet, de 
nombreuses cellules tumorales acquièrent progressivement des mutations génétiques qui leur 
confèrent des propriétés phénotypiques et fonctionnelles leur permettant d’échapper au 
système immunitaire. Au cours de la phase d’échappement, les cellules tumorales emploient 
donc de nombreuses stratégies pour résister à la reconnaissance et à la destruction par les 
cellules immunitaires. Parmi celles-ci : la production de TGF-β favorise la tumorigenèse et inhibe 
la prolifération, la différentiation et les fonctions effectrices de nombreuses cellules 
immunitaires ( lymphocytes T, cellules NK, lymphocytes B et granulocytes) (Pasche, 2001; 
Rubtsov & Rudensky, 2007) tandis que la production d’IL-10 contribue à l’échappement de la 
tumeur en diminuant l’expression des molécules impliquées dans les mécanismes de 
reconnaissance des cellules tumorales par les lymphocytes T (Sato et al., 2011; Yue et al., 1997). 
Par ailleurs, la surexpression de l’enzyme IDO (Indoléamine 2,3-dioxygénase) par les cellules 
tumorales dégrade le tryptophane du milieu extracellulaire, nécessaire à la survie et aux 




Aussi, les métabolites toxiques issus du catabolisme du tryptophane (kyuréninine) présents dans 
le microenvironnement tumoral, conduisent à l’apoptose des cellules immunitaires. Les cellules 
tumorales recrutent également des cellules aux propriétés immunosuppressives tels que 
lymphocytes T CD4+ régulateurs (LTreg) et les MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) qui 
contribuent à leur croissance et à l’inhibition des fonctions des lymphocytes T  (Shevach, 2018; 
Umansky & Sevko, 2013). De façon importante, les cellules tumorales expriment à leur surface 
des ligands qui interagissent avec les récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T afin de réguler 
négativement leurs fonctions effectrices.  
Les rôles des différents récepteurs immunorégulateurs des LT CD8+ seront développés dans les 
prochains chapitres de ce manuscrit. Les immunothérapies visant à renforcer les fonctions 
cytotoxiques des LT CD8+ via l’inhibition de ces interactions est l’une des avancées scientifiques 
majeures dans le traitement contre le cancer, utilisées actuellement en combinaison avec des 
traitements conventionnels de chimiothérapie et de radiothérapie.  
3. Les lymphocytes cytotoxiques T CD8+  
a) Reconnaissance des tumeurs par les LT CD8+ 
Les LT CD8+ cytotoxiques sont des lymphocytes de l’immunité adaptative qui reconnaissent 
spécifiquement des antigènes tumoraux présentés par le complexe CMH-I ( Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité de type I) exprimé par  les cellules tumorales. L’identification des antigènes 
tumoraux par Lloyd J.Old en 1964 sur de nombreuses tumeurs murines a permis de mettre en 
place des protocoles d’immunisation qui ont démontré que la reconnaissance des cellules 
tumorales par les LT CD8+ active leurs fonctions cytotoxiques et conduit à l’élimination de la 
tumeur. Chez l’Homme, l’équipe de Thierry Boon identifie pour la première fois l’antigène 
tumoral MAGE-1 (Melanoma-associated antigen -1) à la surface de lignées cellulaires de 
mélanomes issus de patients comme étant la cible spécifique de clones de LT CD8+  autologues 




Les protocoles de stimulation de clones lymphocytaires avec des lignées tumorales autologues 
ont ainsi permi d’identifier d’autres antigènes tumoraux (GAGE, BAGE, RAGE) exprimés par de 
nombreux types de tumeurs humaines  (mélanome, carcinomes du poumon et de la vessie, 
sarcomes) (Boon, 1996; Van Den Eynde & Van Der Bruggen, 1997). Il existe  plusieurs catégories 
d’antigènes tumoraux suivant leurs profils d’expression et leurs origines (Tableau 1) (Pierre G. 
Coulie, Van Den Eynde, Van Der Bruggen, & Boon, 2014).  Les antigènes spéciquement exprimés 
par les cellules tumorales peuvent être sous-divisés en trois classes : (i) les antigènes 
mutationnels issus d’altération(s) génique(s) (p53 et KRAS) ou d’une translocation 
chromosomique (néo-antigène) ; (ii) les antigènes surexprimés (HER-2/neu) et (iii) les antigènes 
provenant d’agents pathogènes viraux (EBV, HBV, HCV et HPV).  
Bien que les  « cancer testis antigens » (MAGE, NY-ESO1) soient des antigènes exprimés 
spécifiquement par les cellules tumorales, ils sont également exprimés par les cellules 
germinales. Enfin, les antigènes de différentiation sont exprimés au sein d’un tissu particulier, 
aussi bien par les cellules saines que les cellules tumorales. Dans le cadre du mélanome, les 





Tableau 1 : Ensemble des antigènes tumoraux reconnus par les lymphocytes T CD8+ 





b) Rôle des lymphocytes T CD8+ dans l’immunosurveillance 
Chez l’Homme, l’existence d’une forte proportion de lymphocytes T CD8+ ( LT CD8+) au sein de 
tumeurs de patients atteints de mélanome régressif a initialement permis de suggérer que les 
LT CD8+ sont impliqués dans l’immunosurveillance antitumorale (Ferradini et al., 1993). Des 
analyses moléculaires et fonctionnelles ont révélé par la suite que ces LT CD8+ sont issus d’une 
amplification clonale, capables de proliférer et de lyser spécifiquement des cellules tumorales 
autologues via la reconnaissance spécifique d’antigènes tumoraux exprimés à leur surface 
(Faure et al., 1993; Van Den Eynde & Van Der Bruggen, 1997; Van Der Bruggen et al., 1991). 
L’identification des antigènes tumoraux a conduit au développement de stratégies vaccinales 
thérapeutiques afin d’activer spécifiquement les fonctions antitumorales des LT CD8+.                                      
Des études cliniques réalisées sur des patients atteints de mélanome d’un stade avancé ont 
révélé que l’administration d’un vaccin avec le peptide antigénique MAGE augmente l’infiltrat 
de LT CD8+ spécifiques de l’antigène et conduit à la régression de la tumeur (P. G. Coulie et al., 
2001; Thurner et al., 1999).  Cependant, la régression tumorale n’est observée que chez une 
minorité d’entre eux et ne s’accompagnent pas toujours d’une réponse clinique à long terme. Il 
a été suggéré que les échecs des protocoles de vaccination résulterait d’un manque de 
connaissances concernant les relations complexes entre les cellules immunitaires et les cellules 
tumorales. Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées au rôle des LT CD8+ au cours des 
différentes phases de la croissance tumorale. Un modèle de tumeur primaire induite par 
l’injection de MCA a permis de révélé que les LT CD8+ limitent la dissémination des cellules 
tumorales au cours de la phase d’équilibre (Koebel et al., 2007). En effet, la déplétion des LT 
CD8+ dans les phases tardives de la réponse ( 200 jours après injection de l’agent carcinogène) 
conduit au développement rapide de sarcomes. Un modèle de mélanome métastatique 
(RET.AAD) a par la suite confirmé que les LT CD8+ spécifiques de la tumeur maintiennent les 
cellules tumorales dans un état de « dormance » qui limite l’apparition de métastases dans les 
phases précoces de la réponse immunitaire (Eyles et al., 2010; R. Lengagne et al., 2008). La 
déplétion des LT CD8+ accélère le développement de la croissance tumorale pour former des 




De nombreux autres modèles pré-cliniques de tumeurs hématopoïétiques ( lymphome et 
myélome multiple) et de tumeurs solides ( cancer du poumon et mélanome) ont permis de 
confirmer le rôle majeur des LT CD8+ dans l’immunosurveillance antitumorale (Diefenbach, 
Jensen, Jamieson, & Raulet, 2001; Guillerey et al., 2015; Renée Lengagne et al., 2004; Loeser et 
al., 2007; Tahara-Hanaoka et al., 2006).  
c) Valeur pronostique des LT CD8+ dans les cancers 
Des analyses clinicopathologiques réalisées sur des patients atteints de divers cancers (cancer 
rénal, colorectal et cancer de l’ovaire) ont indiqué que la proportion de lymphocytes T infiltrant 
la tumeur au phénotype cytotoxique et prolifératif est associée à l’expression de nombreux 
facteurs pro-inflammatoires et à une amélioration de la survie des patients (Galon et al., 2006; 
Naito et al., 1998; Nakano et al., 2001). Le taux de survie à 5 ans est de 38% chez des patientes 
atteintes de cancer de l’ovaire dont les tumeurs sont infiltrées par des lymphocytes T tandis 
qu’il n’est seulement de 4,5% chez des patientes dont les tumeurs ne contiennent pas d’infiltrat 
lymphocytaire (L. Zhang et al., 2003). L’analyse de la distribution et de la valeur pronostique des 
lymphocytes T CD8+ infiltrant les tumeurs a révélé que l’augmentation de leur proportion est 
positivement corrélée à une meilleure survie globale et sans maladie des patients atteints de 
cancers du poumon et du sein (Figure 3)  (Fridman, Pagès, Sautès-Fridman, & Galon, 2012; 
Figure 3 : Une forte infiltration des lymphocytes T CD8+ dans les tumeurs est associée à une meilleure survie des patients atteints de cancer. 
Courbes de survie de Kaplan-Meier démontrant que le taux de LT CD8+ est associé à une meilleure survie globale et sans maladie de patientes 
atteintes d’un cancer du sein (OS, Overall Survival) et sans maladie (PFS, Progression Free Survival) 
From J. Chen et al, Distribution and prognostic value of tumor‑infiltrating T cells in breast cancer Molecular Medicine Reports 2018 
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Meng et al., 2018; Saleh et al., 2017).  
Aussi, des analyses transcriptionnelles et immunohistochimiques effectuées sur des cohortes de 
patients atteints de cancer colorectal ont révélé que la densité des LT CD8+ au sein des zones 
centrales et plus marginales de la tumeur est positivement corrélée une meilleure survie des 
patients et permet de la prédire (Figure 4) (Galon et al., 2006). En combinant des résultats de 
divers études indépendantes, une méta-analyse effectuée récemment sur des cas de patients 
atteints de carcinome hépatocellulaire a indiqué qu’une faible proportion de lymphocytes T 
CD8+ intratumoraux constitue un bon facteur pronostic de développement de la maladie et qu’il 
peut prédire la taille de la tumeur (X. Xu et al., 2019).  
  
Figure 4 :  Une forte densité d’infiltrat de lymphocytes T (caractérisés par l’expression du CD3) dans les zones centrales et 
marginales de la tumeur (High/High) augmente le temps de survie globale des patients atteints de cancer colorectal. 





Il est cependant nécessaire de noter que l’infiltration des LT CD8+ dans les tumeurs ne constitue 
pas toujours un facteur de bon pronostic. En effet, des études cliniques ont révélé qu’une forte 
densité de LT CD8+ au site tumoral est associée à une faible survie chez des patients atteints 
atteints de mésothélium de type non épithéloïde (Chee et al., 2017) et de lymphomes (Muris et 
al., 2004). Il a également été décrit qu’un pourcentage élevé de LT CD8+ dans les tissus 
métastatiques de carcinome rénal est corrélé à une faible survie globale des patients (Remark et 
al., 2013).  
B. Activation et différenciation des LT CD8+ cytotoxiques  
1. La reconnaissance spécifique de l’antigène peptidique 
Les lymphocytes T CD8+ expriment à leur surface le TCR (T Cell Receptor) qui leur permet de 
reconnaître spécifiquement un antigène peptidique présenté par le complexe CMH-I exprimé à 
la surface de cellules professionnelles présentatrices d’antigène (CPA). L’activation des LT CD8+ 
naïfs (LTN CD8+) par les CPA conduit à l’expansion de clones de LT CD8+ spécifiques de l’antigène 
qui se différencient progressivement en effecteurs cytotoxiques. Ce processus biologique  
appelé  « priming » du LTN CD8+ est nécessaire au développement d’un nombre suffisant de LT 
CD8+ cytotoxiques qui recirculent dans le sang pour reconnaître et éliminer efficacement les 
cellules infectées ou les cellules tumorales. Les cellules dendritiques (DC) constituent les CPA les 
plus efficaces pour activer les LT CD8+ naïfs (Jung et al., 2002). Elles sont réparties de façon très 
hétérogène dans l’organisme.  Elles sont localisées au sein des organes lymphoïdes primaires et 
secondaires mais également dans les tissus périphériques, notamment au niveau des principaux 
sites d’entrée des pathogènes tels que la peau et les muqueuses. Les DC sont des cellules 
sentinelles initialement « immatures » qui patrouillent dans le corps afin de détecter la 
présence de signaux étrangers par des mécanismes d’endocytose et de phagocytose. Les DC 
reconnaissent les motifs conservés des pathogènes appelés PAMPs (Pathogen Associated 
Molecular Patterns) par l’intermédiaire de leurs récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) 
tels que les TLR (Toll-Like Receptors), les récepteurs lectine de type C et les récepteurs 




La reconnaissance de ces signaux conduit à la « maturation » des DC pour qu’ils puissent 
augmenter leurs capacités de phagocytose de façon transitoire (Savina & Amigorena, 2007) et 
augmenter l’expression des molécules de CMH-I et CMH-II responsables de l’activation des LT 
CD8+ et des LT CD4+ dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS), respectivement. En effet, 
les DC activées acquièrent la capacité de migrer vers les OLS (rate, ganglions lymphatiques et 
tissus lymphoïdes associés aux muqueuses) où elles présenteront aux lymphocytes T les 
antigènes peptidiques qu’elles ont capturés puis phagocytés. 
Lorsque la DC est infectée par un pathogène intracellulaire, elle présente l’antigène peptidique 
apprêté sur des molécules de CMH-I. Bien qu’un antigène d’origine exogène (capté par 
endocytose ou phagocytose) soit généralement apprêté par le CMH-II à la surface des cellules 
dendritiques, il peut également être apprêté par le CMH-I. Ce processus appelé « cross-
présentation » joue un rôle critique dans l’activation des lymphocytes T CD8+ antitumoraux in 
vivo chez la souris (Albert, Sauter, & Bhardwaj, 1998). Chez l’Homme, une étude récente a 
révélé que les DC issus d’ascites de la cavité péritonéale de patients atteints de cancer sont 
également capables de « cross-présentation » antigénique (Tang-Huau et al., 2018). 
2. Activation des LT CD8+ antitumoraux 
a) Présentation de l’antigène tumoral dans les ganglions 
lymphatiques   
Au site de la tumeur, les DC peuvent reconnaître des lysats, des fragments ou des corps 
apoptotiques des cellules tumorales considérés comme des signaux de danger appelés DAMPs 
(Damage-Associated Molecular Pattern). Les DC ingèrent puis dégradent par protéolyse ces 
facteurs solubles présents dans le microenvironnement afin de se différencier en cellules 
matures. La maturation des DC peut être favorisée par la présence de facteurs solubles pro-
inflammatoires (TNF-α, IFN-γ et IL-1) sécrétés notamment par les cellules de l’immunité innée 
telles que les NK et les NKT ( Natural Killer T Cells) (Fujii, Liu, Smith, Steinman, & Bonito, 2004). 
Les cellules dendritiques, caractérisées par une surexpression du CMH-I et des récepteurs de 
costimulation lymphocytaire B7.1 (CD80) et B7.2(CD86), migrent vers la région corticale des 




L’expression du récepteur CCR7 à la surface des LTN CD8+ favorise leur recrutement par 
chimiotactisme et leur rétention au niveau des ganglions lymphatiques via la sécrétion des 
chimiokines homéostatiques CCL19 et CLL21 par les FRC ( Fibroblastic reticular cells) (Bajénoff et 
al., 2006; Denton, Roberts, Linterman, & Fearon, 2014). La migration des LTN CD8+ de la 
circulation sanguine aux ganglions lymphatiques est également favorisée par l’expression de la 
sélectine CD62-L qui permet de ralentir progressivement les LTN CD8+ le long de la partoi des 
vaisseaux sanguins lymphatiques ( HEV, High Endothelial Venules) (Miyasaka & Tanaka, 2004). 
Les interactions primaires entre les cellules dendritiques et les LT CD8+ s’opèrent de façon 
transitoire entre les intégrines ICAM-1/ICAM-2 et LFA-1 (Lymphocyte function-associated 
antigen-1, ou CD11a/CD18) ainsi qu’entre CD58 et CD2, respectivement. Par l’intermédiaire de 
leur TCR, les LT CD8+ reconnaissent spécifiquement le peptide tumoral présenté par la molécule 
CMH-I à la surface de la cellule dendritique (Marzo et al., 1999).  
 
L’activation du lymphocyte T CD8+ résultant de cette interaction induit un signal « inside-out » 
qui induit le changement conformationnel de LFA-1. La forme « active » de LFA-1 interagit 
davantage avec son ligand ICAM-1 pour renforcer et stabiliser les zones de contact entre les 
lymphocytes T CD8+ et les CPA au niveau de la synapse immunologique. La synapse 
immunologique (SI) est une structure dynamique qui se forme à l’interface de contact entre les 
LT CD8+ et les DC à la suite de la stimulation du TCR. La réorganisation spatiale de zones 
membranaires localisées (rafts lipidiques) à la SI permet de concentrer l’ensemble des 
molécules de signalisation impliquées dans l’activation des LT CD8+. La zone centrale de la SI (c-
SMAC, central SupraMolecular Activation Complex) concentre les complexes TCR/CMH-I : 
stabilisés par les molécules co-réceptrices CD8 et par les récepteurs coactivateurs ou 
coinhibiteurs tels que CD28 ou CTLA-1  interagissant avec leurs ligands B7-1 et B7-2 exprimés 
par les DC. La zone périphérique de la SI ( p-SMAC, peripheral SupraMolecular Activation 
Complex) concentre les molécules d’adhésion telles que LFA-1 et CD2 qui lient respectivement  
ICAM-1 et CD58 ( CD48 chez la souris) (Grakoui et al., 1999). Les récepteurs à fort 
encombrement stériques tels que CD45, CD43 et CD44 sont concentrés dans une région plus 
distale de la SI (dSMAC, distal SupraMolecular Activation Complex). La réorganisation de ces 
molécules conduit à la formation d’une synapse immunologique mature qui permet d’intégrer 
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et amplifier les signaux respectifs des récepteurs immunorégulateurs nécessaires à l’activation 
des LT CD8+ (Figure 5)  (Bromley et al., 2001).  
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Une activation optimale des LT CD8+ dans les ganglions lymphatiques est jugée nécessaire pour 
pallier les faibles capacités de présentation antigénique par les cellules tumorales. En effet, les 
modifications de l’expression ou de la composition moléculaire du complexe CMH-I /peptide 
ainsi que l’altération des voies de signalisation impliquées dans la présentation de l’antigène 
peuvent conduire à une non-reconnaissance des cellules tumorales par les LT CD8+ et à un 
défaut de leur activation (Khong, Wang, & Rosenberg, 2004; Restifo et al., 1996). Dans les 
ganglions, les LT CD4+ ayant été activés par les DC exprimant le CMH-II :peptide peuvent fournir 
une « aide » importante pour générer une réponse efficace des LT CD8+ antitumoraux. In vitro, il 
a été suggéré que l’interaction entre les récepteurs CD40 et CD40-L exprimés respectivement 
par les DC et les LT CD4+ « helper » favorise l’expression des molécules de costimulation B7 et 
des molécules d’adhésion (ICAM-1) à la surface des DC. Par ailleurs, cette interaction conduit à 
l’augmentation de production d’IL-12 par les DC qui favorise l’acquisition des propriétés 
effectrices des LT CD8+ (S. R. M. Bennett et al., 1998; Cella et al., 1996). Au site tumoral, les LT 
CD8+ activés reconnaissent et lysent les cellules tumorales suite à l’interaction entre le TCR et le 
CMH-I/ peptide (Figure 6)  (Bai et al., 2001).  
 
Figure 5 : Représentation schématique de la formation d’une synapse immunologique mature 




b) Activation et voie de signalisation du TCR 
Le TCR est un hétérodimère transmembranaire exprimé par les lymphocytes T constitué des 
chaînes α et β qui lui confèrent sa capacité à lier spécifiquement un antigène. Il est associé de 
façon non covalente au récepteur CD3 qui comprend les hétérodimères CD3εγ et CD3εδ et 
l’homodimère CD3ζζ. Les sous-unités CD3ε, CD3δ et CD3γ possèdent chacune dans leurs parties 
intracellulaires un domaine consensus riche en tyrosines à l’origine de transductions de signaux 
activateurs (ITAM, Immunoreceptor tyrosine-based activation motif), tandis que les sous-unités 
CD3ζ en possèdent trois. Il a été suggéré récemment que la multiplicité et la diversité des motifs 
ITAM semblent être nécessaires à la transduction optimale des signaux impliqués dans 
l’activation et la prolifération des cellules T (Bettini et al., 2017). Suite à l’interaction spécifique 
entre le TCR et le complexe CMH-I /peptide, le co-récepteur CD8 est recruté au niveau des 
régions conservées du CMH-I pour renforcer cette interaction.  
Figure 6 : Mécanismes intracellulaires du « processing » des peptides antigéniques par les cellules cancéreuses  
From Tumour antigens recognized by T lymphocytes: at the core of cancer immunotherapy, Nature Review 2014 
Les peptides issus du clivage des protéines tumorales dans le protéasome pénètrent dans la lumière centrale du REG ( Reticulum Endoplasmique 
Granulaire) via le transporteur TAP ( Transporter-associated with antigen processing) puis s’associent au CMH-I synthétisé dans le REG. La 
microglobuline β-2 (β-2m) s’associe au complexe nouvellement formé, qui migre ensuite vers la membrane plasmique via l’appareil de Golgi.  
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Ce « clustering » permet ainsi à la kinase Lck (famille des kinases Src) constitutivement liée à la 
partie intracytoplasmique du CD8 de phosphoryler les motifs ITAMs du CD3. Une étude a 
démontré que la quantité de kinase Lck (Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) 
catalytiquement pré-activée dans le lymphocyte T naïf détermine le degré de phosphorylation 
des motifs ITAMs (Nika et al., 2010). La kinase ZAP-70 (zeta-chain-associated protein of 70 kDa) 
lie les motifs ITAMs phosphorylés puis s’active après avoir été phosphorylée par la kinase Lck. 
ZAP-70 phosphoryle ensuite LAT (Linker for activation of T cells) qui joue un rôle critique dans la 
poursuite de la signalisation puisqu’elle représente une « plateforme » protéique capable de lier 
et d’activer de nombreuses molécules telles que la PLC-γ ( Phospholipase C- γ), ITK ( IL-2 
inducible T cell kinase), ou encore la protéine adaptarice ( ou facteur d’échange) Vav-1. Vav-1 
interagit avec le cytosquelette d’actine pour « clusteriser » les intégrines (notamment LFA-1) et 
les TCR au niveau de la synpase immunologique afin d’optimiser l’activation des lymphocytes T 
CD8+ (Fischer et al., 1998; Krawczyk et al., 2002).  
La PLC-γ génère ensuite les seconds messagers inositol (1,4,5)-triphosphate et DAG. DAG active 
la PKC ( Protein kinase C) et les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) tandis que l’inositol 
triphosphate active la calcineurine induisant le relarguage du calcium intracellulaire. Ces 
processus conduisent à l’activation des facteurs de transcription NFAT (nuclear factor of 
activated T cells), Nf-κB (nuclear factor- κB) et AP-1 (activation protein-1) qui induisent la 
transcription des gènes impliqués dans les fonctions effectrices des lymphocytes T. L’expression 
de CD25 (sous-unité α du récepteur à l’IL-2) permet de former avec les sous-unités β et γ la 
forme trimérique de haute affinité du récepteur à l’IL-2 afin de favoriser la voie de signalisation 
de l’IL-2 nécessaire à la survie et les propriétés cytotoxiques des LT CD8+ activés (E. Kelly, Won, 




c) Les récepteurs coactivateurs des LT CD8+ 
Bien que l’activation des LT CD8+ naïfs résulte principalement de l’interaction TCR / CMH-I : 
peptide, la seule stimulation du TCR n’est cependant pas suffisante pour initier leur expansion 
clonale et l’acquisition de leurs fonctions effectrices. Afin de générer une prolifération accrue 
des LT CD8+, des signaux de costimulations sont nécessaires à l’initiation d’une activation 
efficace. Le rôle majeur de ceux-ci est d’augmenter l’expression de la chaîne de haute affinité du 
récepteur à l’IL-2 ( CD25) à la surface des LT CD8+ activés par le TCR ainsi que leur production 
d’IL-2, cytokine majeure impliquée dans la prolifération lymphocytaire.  
Figure 7 : La signalisation du TCR  




(1) CD28  
Structure, expression et voie de signalisation  
 
Le principal récepteur costimulateur des LT CD8+ est la molécule de surface CD28. CD28 un 
récepteur homodimérique appartenant la superfamille des immunoglobulines (IgSF), exprimé 
constitutivement par une vaste majorité des LT CD4+ et la moitié des LT CD8+ circulants chez 
l’Homme. Suite à l’activation du TCR, le domaine extracellulaire de CD28 change de 
conformation pour adopter une structure bivalente lui permettant d’interagir avec ses ligands 
B7-1(CD80) / B7-2(CD86) principalement exprimés par les DC matures (M. Sanchez-Lockhart, 
Kim, & Miller, 2011; Mariano Sanchez-Lockhart et al., 2014). L’interaction de CD28 avec ses 
ligands induit la phosphorylation de son domaine intracytoplasmique YMNM par les kinases Src 
p56Lck et p59Fyn constituant ainsi un site de fixation à la sous-unité p85α de la PI3K et au 
complexe protéique Grb2 /GADS (Boomer & Green, 2010; Raab et al., 1995) (Figure 8).  
 
Il a été suggéré que la phosphorylation de la tyrosine cytoplasmique de CD28 réduit son 
interaction avec la phosphatase PP2A (protein phosphatase-2) inhibant ainsi la 
déphosphorylation inactivatrice de ERK à l’origine de la transduction du signal coactivateur 
(Chuang et al., 2000; Lisbona, Alemany, & Art, 1997). Les motifs plus distaux PRRP et PYAP (chez 
la souris, P175RRPGP et P187YAPA) interagissent avec les domaines SH3 des protéines ITK ainsi 
que Grb2 et la filamine A (FLNA), respectivement (Figure 8). 
Figure 8 :  Motifs intracytoplasmiques de CD28 à l'origine de la transduction des signaux coactivateurs 
From Jonathan S. Boomer and Jonathan M. Green, An Enigmatic Tail of CD28 Signaling Cold Spring Harb Perspect Biol, 2010 
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En interagissant avec Grb2, CD28 favorise le recrutement et l’activation de Vav-1 par la SPL76 
(Dennehy et al., 2007). En augmentant le clustering des intégrines et des TCR à la surface des LT 
(Krawczyk et al., 2002), Vav-1 conditionne l’activation de la PLC-γ qui augmente le flux calcique 
intracellulaire et conduit à l’activation du facteur de transcription NFAT (Michel et al., 2000). 
Aussi, l’augmentation de l’activité de Vav-1 contribue à activer la kinase JNK (Jun N-terminal 
kinase) et le complexe transcriptionnel NFAT/AP1 (Bustelo, 2000; H. Kim, Tharayil, & Rudd, 
1998; Schneider & Rudd, 2008). Le recrutement de la PI3K par CD28 contribue principalement à 
augmenter la synthèse du phosphatidylinositol (PIP3) à l’origine de l’activation de la kinase Akt 
et du facteur de transcription NFκB (Muscolini et al., 2013).  
Il est suggéré que la liaison de la filamine A au niveau du domaine PYAP de CD28 favorise le 
réarrangement du cytosquelette d’actine nécessaire au clustering des TCR ainsi qu’au 
recrutement de  médiateurs cellulaires impliqués dans la transduction de signaux activateurs 
(Tavano et al., 2006). Ainsi, CD28 augmente la stabilité de la synapse immunologique (SI) et 
interagit avec la PKCθ au niveau de la zone centrale de la SI afin d’activer les protéines situées 
en aval de la voie de signalisation du TCR telles que NFκB (Sanchez-lockhart et al., 2008).  NFκB, 
NFAT et AP1 sont les facteurs de transcription majeurs impliqués dans la transcription des gènes 
codant les récepteurs et les cytokines/chimiokines impliqués dans les fonctions effectrices des 
lymphocytes T, notamment l’IL-2 et CD25, le TNF-α et l’IFN-γ (Figure 9). Il est intéressant  de 
noter ici qu’une étude réalisée à la fin des années 1990 a révélé que l’augmentation de 
l’expression de ces protéines est favorisée par une stabilisation de leurs ARNm (Lindsten, June, 







Fonctions de CD28  
Dans les phases précoces de la réponse immunitaire, les signaux coactivateurs issus de 
l’interaction de CD28 avec ses ligands sont nécessaires à la prolifération des LT CD8+ naïfs 
« primés » et potentialisent leurs fonctions effectrices en régulant positivement la voie de 
signalisation de l’IL-2. La stimulation de CD28 diminue le seuil d’activation des LT CD8+ en 
réduisant le nombre d’interactions entre le TCR et le CMH-I/peptide pour induire une activation 
efficace des LT CD8+. Elle est d’autant plus importante en cas de stimulation transitoire du TCR, 
qui caractérise notamment les LT de faible affinité pour leurs ligands (Bachmann et al., 1997; 
Kundig et al., 1996; Linsley & Ledbetter, 1993) qui nécessitent une amplification du signal pour 
être activés.  L’absence de signal de costimulation par CD28 induit un état « d’anergie » des LT 
CD8+. L’anergie des lymphocytes T est un état d’hyporéponse qui caractérise les lymphocytes T 
incapables de produire de l’IL-2 et donc aux capacités prolifératives défectueuses.   
Figure 9 : Signalisation de CD28 dans les lymphocytes T 




Aussi, le signal de costimulation issu de l’engagement de CD28 maintient la survie des  LT en 
augmentant l’expression de protéines anti-apoptotiques (Boise et al., 1995) et en diminuant 
l’expression de Fas-L (CD95-L) à leur surface (Collette, Razanajaona, Ghiotto, & Olive, 1997).  
(2) ICOS  
ICOS est autre coactivateur de la superfamille des immunoglobulines à la structure et aux 
propriétés fonctionnelles relativement similaires à celles de CD28. Cependant, l’interaction de 
ICOS à la surface des LT CD8+ activés avec son ligand ICOS-L (B7-H) exclusivement exprimé par 
les DC n’induit pas leur  production d’IL-2 (Hutloff et al., 1999; Rudd, Taylor, & Schneider, 2009). 
La présence d’IL-2 exogène est donc nécessaire pour augmenter la prolifération, la sécrétion de 
cytokines et l’expression des molécules d’adhésion impliquées dans les interactions entre le LT 
CD8+ et les DC (Hutloff et al., 1999). Aussi, ICOS est impliqué dans la mise en place d’une 
réponse humorale en favorisant la différentiation des lymphocytes TFH ( lymphocytes T 
follicular-helper) et la maturation des cellules B au sein des centres germinatifs en sécrétant l’IL-
10, l’IL-4 et l’IL-13 (Pedros et al., 2016; Riley et al., 2001).  
(3) CD137  
Structure, expression et voie de signalisation  
 
CD137 (4-1BB ou TNFR9) est une glycoprotéine transmembranaire de type I de la superfamille 
des TNFR (Tumor-necrosis factor receptor) dont l’expression basale par les LT CD8+ est 
rapidement up-régulée à la suite de la reconnaissance TCR/ CM-I : peptide puis  stabilisée en 
présence d’IL-2 (Verdeil, Nguyen, Auphan-Anezin, Schmitt-Verhulst, & Puthier, 2006). 
L’engagement de CD28 conduisant à la production d’IL-2 par les LT CD8+, CD28 est impliqué 
dans le maintien ou la surexpression de CD137. Les domaines extracellulaires de CD137 lient 
sous forme de complexes trimériques le domaine THD (TNF-homology domain) de son ligand 
CD137-L (4-1BB-L) exprimé par de nombreuses cellules immunitaires (DC matures, monocytes, 
macrophages et lymphocytes B) et par les cellules tumorales (Shao & Schwarz, 2011; Q. Wang et 





Suite à cette interaction, CD137 interagit avec les molécules adaptatrices intracellulaires TRAF-1 
(TNFR-associated factor-1) et TRAF-2 (TNFR-associated factor-2) qui indépendamment de la 
stimulation de CD28 (Saoulli et al., 1998), activent de nombreuses kinases telles que PI3K /Akt, 
JNK, p38 MAPK et ERK ainsi que des facteurs de transcription (NFκB, AP-1 et STAT5) impliqués 
dans l’expression de protéines anti-apoptotiques (H. Lee et al., 2002; Sabbagh et al., 2008) et 
dans la voie de signalisation de l’IL-2 (Croft, 2003; Gaffen, 2001; Redmond, Weinberg, 






Figure 10 :  Voie de signalisation des TNFR 




Fonctions de CD137 
 
Les premières expériences menées in vitro sur des cellules spléniques murines et des cellules du 
sang périphérique de donneur sains ont indiqué que l’interaction de CD137 avec son ligand 
augmente l’expression de CD25 et la production d’IL-2 par les LT CD8+ activés. Ainsi, 
l’engagement de CD137 à la surface des LT activés par le TCR favorise leur expansion clonale,  
leur différentiation en cellules effectrices cytotoxiques et leur survie (J. C. Hurtado, Kim, & 
Kwon, 1997; J. Hurtado, Kim, & Kwon, 1995; Laderach, Movassagh, Johnson, Mittler, & Galy, 
2002; Shuford et al., 1997; Wen, Bukczynski, & Watts, 2002). Au vu du rôle de CD28 dans 
l’uprégulation de l’expression des TNFR, les fonctions effectrices des LT CD8+ sont d’autant plus 
importantes en combinant la costimulation de CD28 et CD137 (Melero et al., 1998; Wen et al., 
2002). Le rôle antitumoral de CD137 a été caractérisé in vivo dans divers modèles de cancers. 
Ces travaux ont mis en évidence que la stimulation de CD137 via l’administration d’un anticorps 
agoniste chez des souris porteuses de tumeurs  (mastocytomes P815, thymomes EG7, myélome 
multiple Vk*Myc, mélanome métastatique B16F10) augmente le nombre de LT CD8+ sécrétant 
de l’IFN-γ au site de la tumeur (Guillerey et al., 2015; Ju et al., 2005; Lin et al., 2010; Melero et 
al., 1997). Les conditions hypoxiques du microenvironnement tumoral semblent jouer un rôle 
important dans l’augmentation de l’infiltrat lymphocytaire au site tumoral. En effet, l’hypoxie 
favorise l’expression de CD137 à  la surface des cellules endothéliales qui recrutent davantage 
les LT CD8+ au site tumoral en augmentant l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 et 
VCAM-1 (Palazon et al., 2011). La stimulation du CD137 est donc associée à une augmentation 
du rejet de la tumeur, un retard de sa progression et une survie prolongée des souris (Guillerey 
et al., 2015; Ju et al., 2005; Lin et al., 2010; Melero et al., 1997). Cependant, des expériences de 
transfert adoptif de LT CD8+ spécifiques d’un antigène tumoral (P1A) chez des souris RAG-2-/- 
injectées avec des plasmocytes malins exprimant P1A (J558) puis traitées avec l’anti-CD137 ont 
révélé que le rôle protecteur de CD137, indépendant de l’activité des LT CD4+ helper, ne 
consiste pas à augmenter de la prolifération LT CD8+ spécifiques de la tumeur mais à maintenir 
leur survie pour mieux contrôler la croissance tumorale (May, Chen, Zheng, & Liu, 2002). 
D’autres études ont indiqué que CD137 n’est pas nécessaire à la génération de LT CD8+ 
effecteurs dans les phases précoces de la réponse immunitaire antitumorale mais contribue 
davantage au développement de LT CD8+ mémoires cytotoxiques impliqués dans la régression 
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de nombreuses tumeurs dans les phases plus tardives (Miller et al., 2002; Willoughby et al., 
2014).  
Bien que la stimulation CD137 potentialise les réponses antitumorales effectrices des LT CD8+ , 
des études ont mis en évidence le « double rôle » immunorégulateur de CD137 dans l’inhibition 
de la progression de maladies auto-immunes (modèles pré-cliniques de sclérose en plaque, de 
polyarthrite rhumatoïde et de lupus érythémateux disséminé) et la réduction de leur sévérité 
(Seo et al., 2004; Y. Sun, Chen, et al., 2002; Y. Sun, Lin, et al., 2002). La stimulation du CD137 
génère une population de LT CD8+ régulateurs (caractérisés par l’expression de CD11c) qui en 
réponse à l’IFN-γ, sécrètent du TGF-β (Myers et al., 2005). Le TGF-β stimule la production 
d’autres facteurs immunosuppresseurs (IDO) par les cellules présentatrices d’antigènes telles 
que les cellules dendritiques et les macrophages qui inhibent les fonctions des LT CD4+ et 
induisent l’apoptose des lymphocytes B auto-réactifs (Figure 11).  
  
Figure 11 : Effets de l’anti-CD137 sur les médiateurs de la réponse immunitaire in vivo  
From D.Vinay and B.Kwon, Immunotherapy of Cancer with 4-1BB, Molecular Cancer Therapeutics 2012 
 
La stimulation de CD137 conduit à de multiples effets immunorégulateurs in vivo, notamment la diminution du  nombre et des 
fonctions des lymphocytes B via un mécanisme dépendant des LT. Bien que ce mécanisme soit encore mal défini, les études suggèrent 
que l’anti-CD137 augmente la production d’IFN-γ par les lymphocytes T. L’IFN-γ serait à l’origine de l’augmentation du nombre et de 





Stratégies thérapeutiques  
 
Bien que le traitement anti-CD137 parvienne à contrôler la croissance tumorale dans de 
nombreux modèles murins, Wilcox et al ont démontré que certaines tumeurs faiblement 
immunogéniques ne répondent pas au traitement (Wilcox et al., 2002). La tumeur C3 (tumeur 
épithéliale exprimant le peptide oncogénique E7 de l’HPV) « échappe » aux fonctions 
cytolytiques des LT CD8+ qui ne parviennent pas à être suffisamment activés pour répondre à la 
stimulation du CD137 in vivo (Wilcox et al., 2002). Ainsi, il a été révélé qu’une immunisation des 
souris avec les peptides oncogéniques est nécessaire à l’activité antitumorale de l’anti-CD137 
pour diminuer la taille de tumeurs établies et augmenter la survie des souris (Wilcox et al., 
2002). Ces observations ont conduit les auteurs à supposer qu’au vu de la faible expression des 
molécules du CMH-I à la surface des tumeurs peu immunogéniques, la quantité des interactions 
TCR : CMH-I : peptide n’est pas suffisante pour atteindre le seuil d’activation nécessaire à 
l’activation des LT CD8+ . Ainsi, il semblerait que l’activation primaire défectueuse est à l’origine 
de l’incapacité des LT CD8+ à répondre aux signaux de costimulation issus de l’engagement du 
CD137. Cependant, des travaux ont indiqué qu’en fonction du site anatomique dans lequel les 
tumeurs faiblement immunogéniques progressent (MCA205 et GL261), les LT CD8+ sont plus ou 
moins capables de répondre au traitement anti-CD137 (J. A. Kim et al., 2001) : les tumeurs sous-
cutanées ou métastatiques sont résistantes au traitement anti-CD137 tandis que les tumeurs 
intracrâniennes sont efficacement contrôlées par les LT CD8+ spécifiques de l’antigène. Il a par 
ailleurs été indiqué que les stratégies d’immunisation avec les peptides tumoraux E7 ou TRP-2 
augmente la survie des souris porteuses de tumeurs peu immunogéniques tels que le carcinome 
du poumon T1 et le mélanome B16F10, respectivement (Wilcox et al., 2002).Une autre stratégie 
d’immunisation consiste à injecter les souris avec des cellules tumorales exprimant les facteurs 
de croissance Flt3-L (Flt3-Ligand) ou GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating 
Factor) ainsi que des adénovirus codant l’IL-12. Ces trois facteurs solubles jouent un rôle majeur 
dans l’activation des DC et donc dans les fonctions effectrices des LT CD8+ (B. Li, Lin, Vanroey, 




Ainsi, il a été mis en évidence que la co-administration de l’anti-CD137 et de cellules tumorales 
B16 exprimant Flt3L (vaccin thérapeutique FVAX) , GM-CSF ( vaccin thérapeutique GVAX) ou 
encore d’adénovirus codant pour l’IL-12 augmente sensiblement la fréquence de LT CD8+ 
effecteurs infiltrant les tumeurs, retarde la croissance tumorale et améliore la survie des souris 
porteuses de mélanome (modèle B16-F10) (Curran et al., 2013; Curran, Kim, Montalvo, Al-
shamkhani, & Allison, 2011; B. Li et al., 2007; D. Xu et al., 2004). La combinaison de l’anti-CD137 
avec l’agent chimiothérapeutique 5-Fu (5-fluorouracile) s’est également avérée très efficace 
dans le traitement du carcinome rénal (connu pour sa résistance aux traitements 
conventionnels anti-cancéreux) où il a été mis en évidence dans un modèle pré-clinique qu’elle 
augmente le nombre de LT CD8+ infiltrant les tumeurs et conduit à l’éradication de la tumeur 
chez 70% des souris traitées (Ju et al., 2008). Malgré la toxicité du traitement anti-CD137 utilisé 
en monothérapie identifiée dans des modèles pré-cliniques (S. Chen et al., 2015; Niu et al., 
2007) et chez des patients atteints de cancers avancés (Segal et al., 2017; Sznol et al., 2008), des 
stratégies immunothérapeutiques basées sur la combinaison de l’anti-CD137 avec d’autres 
traitements anti-cancéreux sont actuellement développées dans des essais cliniques (Figure 
Figure 12 : Ensemble des différentes stratégies immunothérapeutiques basées sur l’injection d’un anticorps monoclonal anti-CD137                      
Modified from Sanchez-Paulete et al, Deciphering CD137 (4-1BB) signaling in T-cell costimulation for translation into successful cancer 







Chez des patients atteints de mélanome, la surexpression de CD137 à la surface de LT 
CD8+ infiltrant les tumeurs métastatiques suggère fortement que CD137 est une cible majeure 
des traitements immunothérapeutiques (Baitsch et al., 2011). L’anticorps humanisé anti-CD137, 
l’Urelumab (BMS-663513), est principalement utilisé dans de nombreux essais cliniques en 
combinaison avec des anticorps ciblant les récepteurs inhibiteurs des LT CD8+ CTLA-4 (Cytotoxic 
T-lymphocyte-Associated protein 4 ) et PD-1 (Programmed cell Death-1). La caractérisation de 
ces récepteurs inhibiteurs ainsi que les différentes combinaisons thérapeutiques avec les ICB 
(Immune Checkpoint Blokade) fera l’objet d’une description détaillée dans une prochaine partie 
du manuscrit.  
(4) GITR et OX4O  
GITR  
 
GITR (AITR ou TNFRSF18) est un récepteur transmembranaire appartenant à la superfamille des 
TNFR qui interagit avec son ligand GITR-L (GITR-Ligand) principalement exprimé par les CPA 
(cellules B, macrophages et cellules dendritiques). Initialement identifié chez la souris (Nocentini 
et al., 1997) puis chez l’Homme (Gurney et al., 1999), GITR est impliqué dans l’inhibition de 
l’apoptose des lymphocytes T via l’activation du facteur de transcription anti-apoptotique NFκB. 
Les propriétés structurales et fonctionnelles des TNFR étant relativement identiques, une 
éventuelle redondance de leurs rôles respectifs a suggéré que GITR n’est pas nécessaire à la 
différentiation effectrice des lymphocytes T CD8+ au cours des phases précoces du « priming ». 
Cependant, la stimulation de GITR costimule le signal TCR des LT CD8+ en augmentant leur 
prolifération et leurs fonctions effectrices (sécrétion d’IFN-γ) via la voie des MAPK (Ronchetti et 
al., 2004; Stephens et al., 2004).  
Il a ainsi été démontré in vivo que l’injection d’un anticorps agoniste anti-GITR (DTA-1) chez des 
souris porteuses de tumeurs solides telles que le mélanome ( modèle B16) (Ramirez-Montagut 
et al., 2006), le fibrosarcome (lignée tumorale MethA) ou encore le carcinome rénal (lignée 
tumorale Colon 26) (Ko et al., 2005) augmente l’activation des LT CD8+ et conduit à l’élimination 
presque totale de la tumeur. GITR étant exprimé de façon prépondérante par les LTreg CD4+, les 
mécanismes anti-tumoraux de l’anti-GITR sont également associés à la réduction de leurs 
fonctions immunosuppressives (Shimizu, Yamazaki, Takahashi, Ishida, & Sakaguchi, 2002) ainsi 
qu’à la diminution de leur infiltration au site de la tumeur (Cohen et al., 2010; Ko et al., 2005). 
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Dans le modèle expérimental de mélanome (modèle B16F10), il a notamment été indiqué que la 
réduction de l’infiltration intra-tumorale des LTreg CD4+ induite par le traitement précoce des 
souris malades avec l’anti-GITR favorise l’infiltration de LT CD8+ aux fonctions cytotoxiques 
augmentées (Zappasodi et al., 2019). Cependant, le seul traitement anti-GITR dans des stades 
plus avancés de la maladie ne conduit pas à une réponse clinique aussi bien chez l’Homme que 
chez la souris (Zappasodi et al., 2019). Divers modèles murins précliniques (cancer de l’ovaire 
ID8, mélanome B16F10 et carcinome mammaire 4T1) ont permis de mettre en évidence que la 
combinaison synergique de l’anti-GITR et d’un anticorps bloquant le récepteur inhibiteur PD-1 
(anti-PD-1/GITR) potentialise les fonctions cytolytiques des LT CD8+ et induit une réponse 
immunitaire mémoire à long terme (Lu et al., 2014). Ainsi, la co-administration des deux 
anticorps diminue la taille de la tumeur et améliore la survie de souris. Cette stratégie 
thérapeutique est actuellement en cours d’investigation chez des patients atteints de tumeurs 







OX4O (CD134) est également un TNFR transitoirement exprimé à la surface des LT CD8+ activés 
par le TCR qui interagit avec son ligand OX40-L (OX40-Ligand) principalement exprimé par les 
CPA. Suite à cette interaction, les LT CD8+ proliférants expriment davantage CD25 et produisent 
plus d’IL-2 afin de maintenir leur survie au cours des phases précoces de la réponse immunitaire 
(Bansal-Pakala, Halteman, Cheng, & Croft, 2004). Suite à l’identification de LT CD8+ exprimant 
OX40  au sein de tumeurs de patients atteints de cancer (cancer du sein, mélanome, cancer du 
cou et de la tête) (Vetto et al., 1997; Weinberg et al., 2000), le rôle de OX40 a été caractérisé in 
vivo dans de nombreux modèles pré-cliniques de cancers (mélanome, cancer du poumon, 
cancer du côlon, lymphome, cancer de la prostate, sarcomes, gliomes). Il a ainsi été démontré 
que la stimulation de OX40 augmente la prolifération et les fonctions cytotoxiques de LT CD8+ 
spécifiques de l’antigène tumoral et qu’elles sont associées à une diminution sensible de la taille 
des tumeurs et une augmentation de la survie des souris (Andarini et al., 2004; Bansal-Pakala et 
al., 2004; Kjærgaard et al., 2000; Redmond et al., 2007; Weinberg et al., 2000). En effet, 
l’administration d’un anticorps agoniste anti-OX40 favorise l’infiltration des LT CD8+ au site de la 
tumeur et conduit à la mise en place d’une réponse immunitaire mémoire à long terme. 
Cependant, l’accumulation des LT CD8+ effecteurs au site tumoral  dépend de la présence des LT 
CD4+ pro-inflammatoires ( LT CD4+ TH1)  et l’effet thérapeutique de l’anti-OX40 n’est efficace que 
dans le traitement de tumeurs hautement immunogéniques (Andarini et al., 2004; Kjærgaard et 
al., 2000). Ainsi, l’investigation de l’effet de la combinaison d’anticorps agoniste anti-OX40 et 
anti-CD137 sur la réponse immunitaire antitumorale a permis de caractériser davantage les 
rôles respectifs des LT CD4+ et LT CD8+ (S.-J. Lee et al., 2004). Cette étude a révélé que la 
stimulation des deux récepteurs potentialise l’accumulation des LT CD8+ effecteurs au sein des 




3. Fonctions effectrices des LT CD8+ 
Les LT CD8+ ayant été activés dans les ganglions lymphatiques migrent en périphérie pour 
reconnaître et éliminer cellules tumorales. Leur reconnaissance via l’interaction TCR / CMH-
I :peptide déclenche l’activation des mécanismes qui induisent la mort des cellules tumorales : 
l’exocytose des granules cytotoxiques et l’apoptose induite par les récepteurs de morts (Barry & 
Bleackley, 2002). 
a) Fonctions cytotoxiques  
(1) La voie de mort par exocytose  
La perforine et la granzyme 
Les LT CD8+ possèdent dans leur cytoplasme des granules cytotoxiques qui contiennent 
différentes protéines impliquées dans l’induction de l’apoptose des cellules cibles. Les protéines 
les plus abondamment trouvées dans ces granules sont les granzymes ( sérines protéases) et la 
perforine. Suite à la stimulation du TCR, les granules se clusterisent et se polarisent au niveau de 
la synapse immunologique (Grakoui et al., 1999; Ritter et al., 2015). L’exocytose des granules 
s’effectue très rapidement après la reconnaissance de la cellule cible et conduit au relarguage 
des molécules lytiques qui conduisent à l’apoptose de cellule cible.  Des modèles expérimentaux  
de lymphomes et de sarcome ont notamment pu mettre en évidence in vivo le rôle protecteur 
de la perforine sécrétée par les LT CD8+ contre la croissance tumorale  (M J Smyth et al., 2000). 
La granzyme B est sans doute la granzyme la plus connue puisqu’elle active par protéolyse les 
caspases intracellulaires qui induisent l’apoptose de la cellule tumorale. La granzyme A est la 
protéase la plus abondante au sein des granules lytiques dont les fonctions apoptotiqes ne 
dépendent pas des casapses. Elle est cependant capable d’endommager l’ADN de la cellule cible 
par de nombreux moyens. Elle est à l’origine d’une perturbation du métabolisme mitochondrial 
qui génére des espèces réactives de l’oxygène ( ROS , Reactive Oxygen Species) altérant la 
structure de l’ADN. Les dommages à l’ADN peuvent également résulter de la dégration de la 
laminine qui maintient la structure de l’enveloppe nucléaire, ou résulter de la dégradation des 
histones et des protéines de réparation de l’ADN (Lieberman, 2010). 
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Différents mécanismes d’actions respectifs de la perforine et des granymes ont été proposés  
(Figure 13). Le premier modèle stipule que la perforine se polymérise à la membrane plasmique 
de la cellule cible pour former des pores nécessaires à l’entrée passive des granzymes (Figure 13 
a et b). Au vu de plusieurs études qui ont démontré que les granzymes pénètrent dans la cellule 
en absence de perforine, les autres modèles consistent à dire  que les granzymes sont 
incorporées dans la cellule cible par endocytose (Pinkoski et al., 1998) (Figure 13 c) ou encore 
que des complexes macromoléculaires contenant  la perforine et les granzymes sont reconnus 
par les récepteurs mannose 6-phosphate ( RMP) puis encapsidés dans des endosomes (Figure 
13 d)  (Metkar et al., 2002). Cette hypothèse a été confirmée dans une étude qui a démontré 
que la perforine et la granzyme agissent en synergie et de façon relativement rapide en fonction 
de l’activité des endosomes (Lopez et al., 2013).  
  
Figure 13 : Modèles d’action respectives de la perforine et de la granzyme B dans l’induction de l’apoptose de la cellule cible 




(2) La voie de mort par les récepteurs de mort  
La voie Fas : Fas-L et la voie TRAIL : TRAIL-L 
 
Les LT CD8+ activés par le TCR sont également capables d’induire l’apoptose de la cellule 
tumorale via l’interaction entre le ligand Fas-L (CD95-L) et le récepteur de mort Fas (APO-1, 
CD95) exprimé à la surface de la cellule cible. Bien que la forme membranaire trimérique de Fas-
L soit la plus fonctionnellement active, elle peut cependant être clivée par une métalloprotéase 
pour  générer une forme soluble cytokinique, active uniquement chez l’Homme (Tanaka et al., 
1996). L’interaction Fas/ Fas-L conduit au recrutement du complexe protéique DISC ( Death-
Inducing Signaling Complex) au niveau de Fas. Ce complexe, constitué de la protéine adaptatrice 
FADD et de la caspase-8, conduit à l’apoptose de la cellule cible par deux mécanismes différents 
(Strasser, Jost, & Nagata, 2009). Dans un premier cas, la caspase 8 active les caspases 3 et 7 qui 
cliveront de multiples protéines vitales pour la survie de la cellule. Dans un second cas, la 
caspase 8 active la voie de la protéine BID qui conduit à la perméabilisation de la membrane 
externe de la  mitochondrie et au relargage du cytochrome c impliqué dans la formation de 
l’apoptosome (Figure 14).
Figure 14 : La voie Fas-L/Fas induit l’apoptose par deux mécanismes différents 
From A. Strasser et al, The Many Roles of FAS Receptor Signaling in the Immune System Immunity 2009 
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La voie TRAIL/ TRAIL-L est également une voie de mort impliqué dans les fonctions effectrices 
des LT CD8+ . Elle consiste de façon très similaire à elle de Fas/ Fas-L à activer la voie des 
caspases pour induire l’apoptose de la cellule cible (Holoch & Griffith, 2009). 
b) Sécrétion de cytokines  
(1) L’IFN-γ 
L’IFN-γ est une cytokine pro-inflammatoire appartenant à la famille des IFNs de type II jouant un 
rôle majeur dans les propriétés antitumorales des LT CD8+. L’IFN-γ est sécrétée par les LT CD8+ 
activés par le TCR et interagit avec son récepteur IFNGR1 exprimé par les cellules tumorales. 
Suite à cette interaction, le facteur de transcription STAT1 active la transcription des gènes 
codant les protéines anti-prolifératives et inhibe celle des gènes codant les protéines du cycle 
cellulaire (cyclines) à l’origine de l’apoptose des cellules tumorales (Ni & Lu, 2018). Des modèles 
de tumorigénèse primaire ont ainsi permis de démontrer in vivo que l’IFN-γ est nécessaire au 
contrôle de la croissance tumorale et à l’inhibition de la formation de métastases (Dighe, 
Richards, Old, & Schreiber, 1994; Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001; Street et al., 2001). 
 
L’IFN-γ favorise l’activation indirecte des LT CD8+ en augmentant les propriétés de présentation 
antigénique des DC et facillite également la reconnaissance et la destruction des cellules 
tumorales via l’augmentation de l’expression du CMH-I et du récepteur Fas à la surface, 
respectivement (Figure 15) (Castro, Cardoso, Gonçalves, Serre, & Oliveira, 2018; McKenzie, 
Mark DThomas et al., 2006). Par ailleurs, il a été indiqué que la sécrétion d’IFN-γ par les LT CD8+ 
agit de façon autocrine pour augmenter leurs fonctions cytotoxiques (Bhat, Leggatt, 
Waterhouse, & Frazer, 2017). De plus, l’IFN-γ agit directement sur les cellules endothéliales afin 
de diminuer la taille des vaisseaux sanguins alimentant la tumeur, contribuant ainsi à la 
régression tumorale par ischémie (Kammertoens et al., 2017). Enfin, l’IFN-γ peut contribuer au 
contrôle de la croissance tumorale en limitant les fonctions des cellules aux propriétés 
immunosuppressives telles que les MDCS ( Myeloid-derived suppressor cells) et les LTreg 




En effet, des travaux réalisés chez la souris ont suggére que l’IFN-γ diminue l’expression de la 
protéine anti-apoptotoqique Bcl2a1 des MDSCs (Médina-Echeverz et al., 2014) et qu’il contribue 
à « fragiliser » certains LTreg n’exprimant pas certaines protéines nécessaires à leurs fonctions 
(NRP1 et l’ubiquine ligase E3 VHL) (Delgoffe et al., 2017; J. H. Lee, Elly, Park, & Liu, 2015).  
  
Figure 15 : Rôles de l’IFN-γ dans l’immunosurveillance                                                                                        
From Ni and Lu, Interferon gamma in cancer immunotherapy Cancer Medicine Review 2018 
Bien que l’IFN-γ inhibe directement la prolifération des cellules tumorales et induit leur apoptose, les signaux « précoces » issus du 
signaling de l’FN-γ agissent sur les cellules du système immunitaire. Ils conduisent notamment à la production d’IL-12 et d’IL-18 par les 
CPA et à l’augmentation de l’expression de la molécule de costimulation CD86 à leur surface  pour favoriser la différentiation des LTTH1 
CD4+ et l’activation des LT CD8+. L’activation des fonctions cytotoxiques des LT CD8+ est également favorisée par l’IFN-γ puisqu’il conduit à 




(2) Le TNF-α 
Le TNF-α (Tumour necrosis factor) est une glycoprotéine de type II capable d’induire des signaux 
intracellulaires via sa forme transmembranaire ou sa forme soluble issue du clivage 
protéolytique de la forme membranaire, sécrétée par de nombreux cellules immunitaires 
(monocytes, macrophages, mastocytes, lymphocytes T). Le TNF-α interagit avec les récepteurs 
ubiquitaires TNFR1 (p55) et TNFR2 (p75) afin d’induire la transduction de signaux impliqués 
dans l’activation, la prolifération et la survie cellulaire. Bien que le TNF-α soit impliqué dans 
l’activation des LT CD8+ (Calzascia et al., 2007; Trevejo et al., 2001) et qu’il favorise leur 
l’extravasion vers le site de l’inflammation (Sata & Walsh, 1998), la sécrétion de TNF-α par les LT 
CD8+ permet également d’augmentation leurs fonctions cytotoxiques. 
Après avoir identifié le rôle clé du TNF-α dans les fonctions antitumorales des LT CD8+ chez des 
souris immunodéficientes TNF-α-/- (Prevost-Blondel, Roth, Rosenthal, & Pircher, 2000), un 
modèle expérimental du cancer du pancréas (RIP[GP × Tag2])  a en effet démontré que le TNF-α 
interagit avec TNFR2 exprimé par les LT CD8+ effecteurs afin d’induire leur production d’IL-2 et 
d’IFN-γ (Calzascia et al., 2007; Speiser et al., 1997). L’action autocrine du TNF-α augmente la   
prolifération et les fonctions cytotoxiques des LT CD8+ spécifiques de la tumeur (Calzascia et al., 
2007; Prevost-Blondel et al., 2000). La caractérisation du rôle du TNF-α sur les fonctions des LT 
CD8+ ex-vivo a confirmé que le TNF-α réduit le seuil d’activation des LT CD8+ en augmentant leur 
production d’IL-2 et qu’il favorise leur survie en augmentant l’expression des molécules anti-
apoptotiques Bcl-xl et Bcl-2 (E. Y. Kim & Teh, 2001, 2004). Conformément à certains travaux 
ayant démontré que le TNF-α exogène augmente l’expression de Fas à la surface des LT 
CD8+ pour favoriser l’apoptose des cellules cibles exprimant Fas-L (Kafrouni, Brown, & Thiele, 
2003), il a été suggéré que l’interaction entre TNF-α et TNFR2 régule positivement l’expression 
de Fas.  
 
Malgré le rôle activateur des fonctions cytotoxiques des LT CD8+, le TNF-α possède également 
un rôle pro-tumoral. Au vu de l’expression ubiquitaire des récepteurs aux TNF-α, le TNF-α 
interagit avec TNFR2 exprimé par les MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) et les LTreg afin 
de potentialiser leurs fonctions immunosuppressives et le maintien de leur survie (X. Chen et al., 
2007; X. Zhao et al., 2012). Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence dans le modèle 
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expérimental de mélanome B16K1 que le TNF-α interagit avec son récepteur TNFR1 exprimé par 
les LT CD8+ afin d’inhiber leur accumulation au site tumoral (Bertrand et al., 2015).  
Malgré les rôles pro-tumoraux et antitumoraux du TNF-α, le blocage de la voie du TNF-α reste 
donc une stratégie thérapeutique intéressante dans le traitement du mélanome (Bertrand, 
Rochotte, Levade, & Segui, 2016). En effet, une étude récente a démontré que l’administration 
d’un anticorps antagoniste anti-TNF-α dans des souris porteuses de mélanome (B16-OVA) ou du 
cancer du côlon (MC38-OVA) potentialise les effets antitumoraux des immunothérapies 
bloquant les récepteurs inhibiteurs des LT CD8+, PD-1 et CTLA-4 (Perez-Ruiz et al., 2019). 
4. Génération des  LT CD8+ effecteurs et des LT CD8+ mémoires 
a) Sous-types de LT CD8+ mémoires  
L’activation et l’expansion clonale des LT CD8+ sont des processus dynamiques qui conduisent à 
une différenciation des LT CD8+ en cellules effectrices et en cellules mémoires. Les LT CD8+ 
mémoires sont caractérisés par leur à longue durée de vie et leurs capacités à  être réactivées 
rapidement et efficacement en réponse à une stimulation antigénique ultérieure (Williams & 
Bevan, 2007). Les études sur la génération, la localisation et les fonctions des LT CD8+ mémoires 
ont majoritairement été réalisées sur des modèles d’infections chez la souris. Les LT CD8+ 
mémoires sont phénotypiquement identifiés selon l’expression de la sélectine CD62L et du 
récepteur de chimiokine CCR7 qui leur confèrent des localisations anatomiques spécifiques 
(Sallusto, Lenig, & Förster, 1999).  
Les LT CD8+ centraux mémoires  
 
L’expression de CCR7 par les lymphocytes T CD8+ centraux mémoires LTCM (central memory) 
favorise leur recrutement au niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLS) en interagissant 
avec les chimiokines CCL19 et CCL21 sécrétées par les cellules stromales des zones T. 
L’expression de  la sélectine CD62-L par les LTCM favorise leur « rolling » le long des HEV (High 
endothelial venules) avant de migrer à travers la barrière endothéliale (phénomène de 
diapédèse). Il a par ailleurs été démontré que les chimiokines CCL21 et CCL19 sont exprimées 
par les cellules endothéliales des HEV et permettent aux lymphocytes T CD8+ de migrer plus 
efficacement vers les ganglions lymphatiques (Baekkevold et al., 2001). Les LTCM CD62L+ CCR7+ 
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recirculent entre les différents OLS et sont capables de proliférer rapidement en réponse à une 
stimulation antigénique ultérieure via leur production d’IL-2.  
Les LT CD8+ effecteurs mémoires  
 
Les lymphocytes T CD8+ effecteurs mémoires LTEM (effector memory) (CD62L- CCR7- CD45RA- 
chez l’Homme et CD62L- CCR7- CD44+ chez la souris) sont localisés dans le sang et les organes 
non lymphoïdes.  
Les LTEM CD8+ expriment le récepteur aux chimiokines CXCR3 qui leur permet de migrer au site 
tumoral au sein desquels ils sécrètent rapidement des cytokines effectrices et des molécules 
cytolytiques en réponse à la stimulation du TCR (Sallusto et al., 1999). Contrairement aux LTCM 
CD8+, les LTEM CD8+ sont considérés comme des cellules à un stade très différencié aux 
fonctions effectrices importantes mais aux faibles capacités prolifératives.  
Les LT CD8+ effecteurs mémoires terminaux 
 
Les lymphocytes T effecteurs mémoires terminaux (LTEMRA) CD62L- CCR7- CD45RA+ (inexistants 
chez la souris) possèdent des propriétés relativement identiques aux LTEM CD8+ (Willinger, 
Freeman, Hasegawa, McMichael, & Callan, 2005). Les LT CD8+ TEMRA s’expandent peu en 
réponse à une stimulation antigénique et sont relativement sensible à l’apoptose dû à leur 
faible expression de la protéine anti-apoptotique Blc2 (Geginat et al., 2003). 
Les LT CD8+ résidents mémoires 
 
Les lymphocytes T «  résidents mémoires » ( LTRM ) sont des LT CD8+ mémoires non circulants 
qui résident spécifiquement dans les tissus non lymphoïdes périphériques (Mami-Chouaib et al., 
2018). Les LTRM représentent la population majoritaire de LT CD8+ mémoires dans les tissus 
épithéliaux dont la peau, les intestins, les poumons et le système nerveux (Steinert et al., 2015). 
La rétention des LTRM dans les tissus résulte principalement de l’expression de l’intégrine  CD103 
(αEβ7) à la surface, qui interagit avec la cadhérine E exprimée par les cellules épithéliales 
(Cepek, Parker, Madara, & Brenner, 1993). L’intégrine CD49 (α1β1) et la lectine de type C CD69 
sont également impliquées dans la rétention des LT RM CD8+ dans les tissus. Les LT RM CD8+ont 
des propriétés cytotoxiques accrues impliquées dans la protection contre les infections et les 
maladies inflammatoires chez l’Homme. L’analyse des LTRM présents sur la barrière épithéliale 
du poumon chez des donneurs sains a indiqué que les LTRM CD8+ sont des lymphocytes 
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mémoires qui possèdent une signature transcriptomique spécifique associée à leurs propriétés 
d’adhésion, leurs propriétés effectrices et leur survie à long terme (Hombrink et al., 2016). 
b) Rôle antitumoral des différentes populations mémoires   
Cette classification des populations des LT mémoires a conduit les chercheurs à évaluer quelles 
étaient les populations aux propriétés antitumorales effectives. Malgré leurs fonctions 
cytolytiques accrues et leur capacité à produire beaucoup d’IFN-γ in vitro, les LTEM sont moins 
efficace que les LTCM à contrôler la croissance tumorale in vivo. En effet, des expériences de 
transfert adoptif de LT CD8+ spécifiques de l’antigène tumoral gp100 issus de souris 
transgéniques Pmel , différenciés en LTCM in vitro puis injectés chez des souris porteuses de 
mélanome (B16) ont révélé que les LTCM possèdent des propriétés antitumorales supérieures au 
LTEM conduisant à la régression tumorale (Klebanoff et al., 2005). L’état peu différencié et 
prolifératif des LTCM , ainsi que leurs capacités à migrer et résider au sein des ganglions 
lymphatiques semblent être des caractéristiques nécessaires à la génération d’une réponse 
effectrice antitumorale (Gattinoni et al., 2005; Klebanoff et al., 2005). Chez l’Homme et chez la 
souris, une nouvelle population unique de lymphocytes T mémoires au phénotype de LT naïfs a 
été identifiée comme étant la population mémoire la moins différenciée. Les analyses 
phénotypiques et fonctionnelles de cette population ont mis en évidence que ces LT ont des 
propriétés de cellules souches, capables de s’autorenouveler, de proliférer intensément en 
réponse aux cytokines homéostatiques IL-15 et IL-7 et de sécréter des cytokines effectrices en 
réponse à une stimulation du TCR in vitro (Gattinoni et al., 2009, 2011). Ces LTSCM (Stem-cell 
memory T cells) possèdent programme génétique unique qui semble indiquer qu’ils sont issus 
de la différentiation des LTN et qu’ils se différencieront de façon linaire en LTCM puis en LTEM  ( 
LTN  →TSCM  →TCM  →TEM ). Afin d’évaluer le rôle des LTSCM dans l’immunosurveillance 
antitumorale, des souris immunodéficientes NSG (NOD Scid Gamma) porteuses de tumeur 
mésothéliale (M108) ont été injectées avec les différentes populations spécifiques de la tumeur. 
Les observations issues de ces travaux indiquent que les LTSCM constituent la population de LT 
mémoires aux propriétés antitumorales importantes ; elles sont les seules capables de conduire 
à une régression de la tumeur et une prolongation de la survie des souris . Ainsi, ces études 
suggèrent que les LTSCM ont des capacités thérapeutiques plus efficaces que les LTEM utilisés 
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dans des essais cliniques d’immunothérapies chez l’Homme  (Gattinoni, Powell, Rosenberg, & 





Les LTRM CD8+ constituent également des lymphocytes mémoires présents dans de nombreuses 
tumeurs solides aux propriétés cytotoxiques importantes (Mami-Chouaib et al., 2018). En effet, 
au-delà de leur conférer des propriétés d’adhésion, l’intégrine CD103 exprimée à la surface des 
LTRM interagit avec la cadhérine E fréquemment exprimée par les cellules tumorales afin de 
favoriser la sécrétion de cytokines et de granules cytolytiques (Franciszkiewicz et al., 2013). 
Nizard et al ont mis en évidence dans un modèle pré-clinique du cancer de la tête et du cou 
qu’une vaccination intranasale basée sur l’injection d’un vecteur fusionné à la protéine virale E7 
du virus HPV16 ( StxB-E7) favorise le développement spécifique de LTRM dans les poumons à 
l’origine de l’inhibition de la croissance tumorale (Nizard et al., 2017). Il a par ailleurs été révélé 
chez des patients atteints du cancer du poumon (carcinome) que les LT CD8+ majoritairement 
présents dans les tumeurs expriment CD103 (Djenidi et al., 2015; Nizard et al., 2017) et qu’ils 
possèdent des propriétés effectrices importantes (Djenidi et al., 2015). De façon importante, de 
nombreux cas de cancers solides ( cancer du poumon, cancer de l’ovaire, cancer du sein et 
cancer de la vessie) ont mis en évidence que les LTRM CD8+ sont associés à une amélioration de 
la survie des patients (Djenidi et al., 2015; Mami-Chouaib et al., 2018; Nizard et al., 2017). 
L’activité antitumorale des LTRM a été caractérisée au travers d’expériences de transfert adoptif 
réalisées chez des souris porteuses de mélanome (Milner et al., 2017). Ces observations laissent 
ainsi supposer que les LTRM sont des cibles thérapeutiques majeures dans le traitement du 
cancer chez l’Homme.   
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c) Facteurs impliqués dans la différentiation des LT CD8+ effecteurs  
Les LT CD8+ naïfs représentent un pool de clones de lymphocytes T divers exprimant des TCR 
capables de reconnaître spécifiquement un antigène particulier, qui suite à leur activation  se 
différencient en cellules effectrices et en cellules mémoires « protecteurs » à long terme. La 
caractérisation des facteurs jouant un rôle dans la différenciation des LT CD8+ activés est 
relativement peu décri te dans des contextes tumoraux et repose essentiellement sur les 
travaux réalisés sur des modèles murins d’infection virale.  
 
(1) Les médiateurs cellulaires et les cytokines  
La sécrétion d’IL-12 et les interférons de  type I ( IFN-α et IFN-β) par les DC matures sont 
nécessaires à l’expansion clonale des LT CD8+ et au développement de leurs fonctions 
cytotoxiques dans les phases précoces du « priming » des LT CD8+ (Curtsinger et al., 1999; 
Curtsinger, Valenzuela, Agarwal, Lins, & Mescher, 2005; Hochrein et al., 2001) tandis que leur 
persistance dans les phases tardives permet aux LT CD8+ de se différencier en cellules mémoires 
fonctionnelles (Curtsinger, Lins, & Mescher, 2003; Mescher, Curtsinger, Casey, & Hammerbeck, 
2006; Whitmire et al., 2007; Whitmire, Tan, & Whitton, 2005; Xiao, Casey, Jameson, Curtsinger, 
& Matthew, 2009). Différents modèles d’infection ont indiqué que la présence de LT CD4+ au 
cours de l’activation des LT CD8+ est nécessaire au maintien de la survie des LTEM CD8+ générés 
afin qu’ils puissent rapidement proliférer en réponse à une stimulation antigénique secondaire 
(Huster et al., 2004; J. C. Sun, Williams, & Bevan, 2004). En effet, il a été suggéré qu’en présence 
d’IL-2, les interactions directes entre les LT CD4+ helper et les LT CD8+ conduisent à diminuer 
l’expression du récepteur de mort TRAIL à leur surface (Janssen et al., 2005; Williams, Tyznik, & 
Bevan, 2006).  
Conformément au modèle de différentiation lymphocytaire qui stipule qu’une phase effectrice 
des LT CD8+ n’est pas nécessaire à leur développement en cellules mémoires (Chang et al., 
2007), des travaux ont indiqué que la présence prolongée des cytokines homéostatiques IL-7 et 
IL-15, lorsque les concentrations d’IL-2 sont faibles et en absence de tout antigène, favorise la 




(2) Facteurs de transcription  
Eomes et T-bet 
 
Suite à l’activation des LT CD8+ par le TCR, les facteurs de transcription Eomesodermin (Eomes) 
et T-bet (Tbx21) coopèrent pour activer l’expression des protéines impliquées dans les fonctions 
cytotoxiques des LT CD8+ effecteurs, dans leur migration au site de l’inflammation et dans 
l’acquisition des propriétés homéostatiques des LT CD8+ mémoires (Intlekofer et al., 2005; 
Pearce et al., 2004; Tripathi et al., 2010). En effet, ils induisent l’expression de la perforine et 
granzymes, des récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CXCR4 ainsi que et des récepteurs IL-2Rβ 
et IL-15Rβ nécessaires à leur prolifération et leur survie à long terme en réponse à l’IL-2 et l’IL-
15. Malgré la redondance partielle des fonctions de Tbet et Eomes, la synchronisation de leurs 
expressions est régulée par les modalités du priming des LT CD8+ et conditionnent la 
différentiation des LT CD8+ activés.  
La concentration d’IL-12 et la force d’interaction ente le TCR et le CMH-I/peptide (définie par 
l’affinité du TCR et la quantité de peptide « loadé » par les DC) sont positivement corrélés à 
l’expression de Tbet qui génère préférentiellement les LT CD8+ effecteurs cytotoxiques à courte 
durée de vie (Intlekofer et al., 2005; Takemoto, Intlekofer, John, Wherry, & Reiner, 2006). Le 
modèle d’infection virale aigüe LCMV a mis en évidence qu’en réponse au virus LCMV, les LT 
CD8+ activés se différencient rapidement en SLECs (Short-Lived Effector Cells) CD127low KLRG1high 
destinés à disparaître rapidement (Joshi et al., 2007). En effet, le marqueur de sénescence  
KLRG1 est associée à une différentiation terminale des LT CD8+ (Voehringer et al., 2001).Il a par 
ailleurs été indiqué que dans les phases précoces de l’activation des LT CD8+, l’IFN-γ agit en 
synergie avec l’IFN-α en absence d’IL-12 pour réguler positivement l’expression de Tbet et 
permettre ainsi aux LT CD8+ naïfs d’acquérir leurs fonctions effectrices (Curtsinger, Agarwal, 
Lins, & Mescher, 2012). Inversement, les LT CD8+ naïfs de faible affinité pour le complexe CMH-
I :peptide, peu répondeurs à l’IL-12 et exprimant peu Tbet , régulent qualitativement le signal 
TCR afin de générer un pool de cellules mémoires à longue durée de vie CD127high exprimant 
Eomes, dont l’expression est proportionnelle à la dose d’antigène (Banerjee et al., 2010; 




Ces cellules mémoires sont issus de la différentiation des MPECs CD127highKLRG1low aux 
capacités prolifératives accrues (Sarkar et al., 2008) et capables de survivre en réponse à l’IL-7 et 
à l’IL-15 (Joshi et al., 2007; Kaech et al., 2003; Schluns, Kieper, Jameson, & Lefrançois, 2000) 
Contrairement à Tbet, l’expression d’Eomes est augmentée lors de la transition des LT CD8+ 





Figure 16 :  Les modalités du priming des LT CD8+ conditionnent leur différentiation en cellules effectrices et en cellules mémoires  
Modified from Karin M. Knudson, Graphical abstract of Low-affinity T cells are programmed to maintain normal primary responses but are 
impaired in their recall to low-affinity ligands, Cell Reports 2013  
Le modèle murin transgénique OT-1 a mis en évidence que l’affinité du ligand conditionne le ratio des LT effecteurs/ LT mémoires et régule 
l’expression des facteurs de transcription Tbet et Eomes au cours d’une infection bactérienne (Listeria Monocytogenes). Ces analyses ont 
conduit à suggérer que plus l’affinité du TCR décroît et plus l’expression d’Eomes augmente. De plus, l’augmentation de l’expression du 
facteur de transcription Blc-6 par les LT de faible affinité indiquent que l’activation des LT de faible affinité induit un programme 
transcriptionnel qui favorise le développement des cellules mémoires. Aussi, seule l’activation des LT de forte affinité conduit à une 
augmentation sensible de l’expression du récepteur à l’IL-12, indiquant que l’affinité du ligand régule la capacité de réponse des LT à l’IL-12, 
et donc l’expression de Tbet et d’Eomes. 
59 
 
Blimp-1 et Bcl-6  
 
Les facteurs de transcription réprésseurs Blimp-1 et Bcl-6 jouent également un rôle dans les 
propriétés fonctionnelles des LT CD8+ effecteurs et des LT CD8+ mémoires. Blimp-1 favorise les 
fonctions cytotoxiques des LT CD8+ effecteurs ainsi que leur différentiation en cellules mémoires 
LTEM  (Kallies et al., 2006; Kallies, Xin, Belz, & Nutt, 2009; Martins et al., 2006). Inversement, son 
absence favorise la génération de LT CD8+ centraux mémoires (LTCM) aux capacités prolifératives 
plus accrues et qui survivent plus longtemps (Rutishauser et al., 2009). Contrairement à Blimp-1, 
Bcl-6 régule négativement les fonctions cytolytiques des LT CD8+ effecteurs en inhibant 
l’expression de la granzyme B (Yoshida et al., 2006) et favorise la génération et le maintien des 
LT CD8+ centraux mémoires (LTCM) (Figure 17) (Ichii et al., 2002; Ichii, Sakamoto, Kuroda, 
Tokuhisa, & Alerts, 2004). 
Figure 17 :  Rôles de Bcl-6 et Blimp1 dans la différentiation des LT CD8+ 
Modified from Shane Crotty et al, Effectors and memories: Bcl-6 and Blimp-1 in T and B lymphocyte differentiation Nature Immunology 2010 
Les rôles respectifs des facteurs de transcription Blimp-1 et Bcl-6 ont principalement été investigués dans un contexte d’infection virale chez la souris.                 
Blimp-1 est nécessaire à la différentiation terminale des LT CD8+ SLECs ( KLRG1high CD127low) et son expression favorise la production de molécules 
effectrices cytotoxiques. Inversement, son absence est associée au développement des MPECs (KLRG1low CD127high) capables de se différencier LT CD8+ 
mémoires à longue durée de vie. Les LT CD8+ effecteurs mémoires (LTEM) expriment davantage Blimp-1 que les LT CD8
+ centraux mémoires (LTCM).Bcl-6 est 
un facteur de transcription clé impliqué dans la différentiation des LT CD8+ mémoires, sur-exprimé par les LT CD8+ mémoires et jouant un rôle majeur dans 





C. Epuisement lymphocytaire et immunothérapies 
1. Les récepteurs inhibiteurs des LT CD8+  
L’activation et les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ sont finement régulées par la 
présence de récepteurs inhibiteurs qui transduisent des signaux « négatifs » nécessaires au 
maintien de la tolérance immunitaire et à l’inhibition du développement de réponses 
autoimmunes. Bien que les récepteurs inhibiteurs soient des marqueurs d’activation des LT 
CD8+, ils diminuent sensiblement leurs fonctions effectrices et jouent un rôle majeur dans 
l’échappement des cellules tumorales à leurs capacités lytiques.  
a) CTLA-4  
(1) Structure, expression et voie de signalisation  
CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4, CD152) est un récepteur transmembranaire 
appartenant à la superfamille des immunoglobulines (Ig) exprimé de façon transitoire à la 
surface des lymphocytes T activés par le TCR. Malgré sa structure extracellulaire relativement 
identique à celle de CD28, CTLA-4 forme des homodimères pour interagir de façon bivalente 
avec une affinité de liaison beaucoup plus élevée avec CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) exprimés par 
les CPA (Peach et al., 1994; Stamper et al., 2001). En effet, la constante de dissociation du 
complexe CTLA-4 /CD80 possède une constante de dissociation de 12nm tandis que celle du 
complexe CD28/CD80 est de 200nm environ (Rudd et al., 2009). Suite à son interaction avec ses 
ligands, CTLA-4 initialement localisé au niveau du centrosome se réoriente au niveau de la 
synapse immunologique (SI) pour déstabiliser le recrutement des récepteurs coactivateurs CD28 
et ICOS (Egen & Allison, 2002; Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005; Pentcheva-
Hoang, Egen, Wojnoonski, & Allison, 2004; Riley et al., 2001). De façon intéressante, il a été 
indiqué que l’intensité et la quantité du signal du TCR sont proportionnelles à la translocation de 
CTLA-4 à la membrane des lymphocytes T et donc à l’inhibition de la transduction des signaux 




L’engagement de CTLA-4 induit la phosphorylation du domaine cytoplasmique YVKM au niveau 
des tyrosines Y201 et Y218 par les kinases de la famille Lck et Fyn, respectivement. Les tyrosines 
phosphorylées permettent d’une part de favoriser l’interaction de CTLA-4 avec le TCR au niveau 
des chaînes CD3ζ (Chikuma, Imboden, & Bluestone, 2003; K. Lee et al., 1998) et d’autre part de 
lier la phosphatase SHP-2 (Src-homogy-containing tyrosine phosphatase-2) (Chuang et al., 1999; 
Marengere, Luc E Waterhouse, Duncan, Mittrucker, Feng, & Mak, 1996). La phosphatase SHP-2 
déphosphoryle les tyrosines des chaînes CD3ζ (K. Lee et al., 1998) et le régulateur p52SCH de 
RAS (Marengere, Luc E Waterhouse et al., 1996) afin d’inactiver Akt et inhiber les signaux 
activateurs résultant de la costimulation TCR/CD28 (Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, & 
Riley, 2005) (Figure 18). Les fonctions d’Akt sont également inhibées par la phosphatase PP2A 
qui interagit au niveau du motif intracytoplasmique YVKM de CTLA-4 (Chuang et al., 2000; Parry, 
Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005). Ainsi, CTLA-4 régule proportionnellement les 
signaux activateurs de CD28 en inhibant l’activité des facteurs de transcription AP-1, NFAT et 
NFκB impliqués dans l’acquisition des fonctions prolifératives et effectrices des lymphocytes T 
(Fraser, Rinc, Mccoy, & Gros, 1999).  
Figure 18 :  CTLA-4 inhibe les fonctions de CD28 




(2) Fonctions de CTLA-4 
La stimulation de CTLA-4 à la surface des LT CD8+ inhibent donc la transcription des gènes 
codant pour l’IL-2 et l’IL-2Rα nécessaires à leur prolifération et à leur sécérétion de cytokines 
effectrices (Brunner et al., 1999; Karandikar, 1996; B. M. E. Krummel & Allison, 1996; Walunas, 
Christina, & Bluestone, 1996). Des études menées in vivo sur des souris CTLA-4-/- et in vitro sur 
des cellules humaines ( cellules circulantes de donneur sains ou lignées cellulaires JURKAT) ont 
permis par la suite de caractériser les mécanismes moléculaires à l’origine de la régulation des 
fonctions lymphocytaires par CTLA-4. Elles ont démontré que CTLA-4 augmente le seuil 
d’activation des LT CD8+ en augmentant leur motilité, associée à une diminution de la durée et 
de l’intensité de leurs interactions avec les CPA. Ainsi, l’engagement de CTLA-4 réduit la 
formation des microclusters des molécules clés de la voie du TCR telles que ZAP-70 et LAT afin 
de diminuer la production d’IFN-γ et d’IL-2 par les LT CD8+ activés (Chikuma et al., 2003; 
Gajewski, Fallarino, & Fields, 2001; Martin, Schneider, Azouz, & Rudd, 2001; Schneider et al., 
2006; Schneider, Smith, Liu, Bismuth, & Rudd, 2008). La régulation des fonctions effectrices des 
lymphocytes T joue donc un rôle majeur dans le maintien de la tolérance immunitaire 
périphérique. Malgré la faible expression de CD80 et CD86 à la surface des cellules dendritiques 
immatures, leurs interactions avec CTLA-4 limitent l’activation précoce des LT et inhibent le 
développement de maladies auto-immunes (Chambers, Kuhns, Jackson, & Allison, 2001) (Figure 
Figure 19 : CTLA-4 inhibe l’activation précoce des lymphocytes T  
From Drew M. Pardoll, The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy Nat Rev Cancer, 2012 
CTLA-4 est un récepteur inhibiteur qui régule négativement l’activation du lymphocyte T à la suite de son interaction avec les DC présentant 
l’antigène. Initialement séquestré dans des vésicules intracellulaires des lymphocytes T non activés, CTLA-4 est transporté à la surface 





En effet, il a été démontré sur des modèles murins de sclérose en plaque et de diabète que 
l’injection d’un anticorps antagoniste anti-CTLA-4 dans les phases précoces de la maladie induit 
une accumulation rapide de lymphocytes T dans le pancréas qui accélère le développement de 
la maladie et augmente son aggressivité (Karandikar, 1996; Lühder, Höglund, Allison, Benoist, & 
Mathis, n.d.). Bien qu’il ait été démontré chez la souris que l’absence de CTLA-4 (CLTA-4-/-) 
n’altère pas le développement des thymocytes, elle favorise l’interaction entre CD28 et B7 pour 
induire une prolifération incontrôlée de LT CD4+ effecteurs qui infiltrent massivement les tissus 
et détruisent plusieurs organes (Chambers, Sullivan, & Allison, 1997; E A Tivol et al., 1997; 
Elizabeth A Tivol, Borriello, Schweitzer, Bluestone, & Sharpe, 1995; Waterhouse et al., 1995).  
Les travaux visant à mieux comprendre le rôle de CTLA-4 dans les fonctions lymphocytaires  ont 
été réalisés dans le cadre d’infections virales sur des souris chimériques RAG2-/-  dont le pool 
lymphocytaire a été reconstitué avec l’injection de lymphocytes T CTLA-4-/- et CTLA-4+/+ 
(Bachmann et al., 1999, 2001). Ces travaux ont indiqué que l’absence de CTLA-4 n’altère pas le 
ratio LT CD4+/ CD8+ et ne modifie ni leur prolifération ni leurs fonctions effectrices en réponse à 
diverses infections (infections virales aigüe, chronique et permanente). Cependant, l’absence de 
CTLA-4 induit une diminution du nombre de lymphocytes présents dans la rate et dans les 
ganglions drainants, ce qui tend à suggérer que la régulation de la survie des LT par CTLA-4 ne 
résulte pas de propriétés intrinsèques mais plutôt de la sécrétion de facteurs solubles 
immunosuppresseurs (Bachmann et al., 1999, 2001). Ces études ont par la suite permis de 
révéler que l’expression de CTLA-4 par les LTreg joue un rôle important dans leurs fonctions 
immunosuppressives (Peggs, Quezada, Chambers, Korman, & Allison, 2009; Rudd, 2008; Wing et 
al., 2008).  
Malgré son rôle majeur dans le maintien de la tolérance périphérique, plusieurs modèles 
expérimentaux de cancers (carcinome, fibrosarcome, thymome et cancer de l’ovaire) ont 
démontré que le blocage de CTLA-4 augmente l’expansion clonale et les fonctions effectrices 
des LT CD8+ dans les phases précoces de la réponse immunitaire. L’augmentation de leur 
production d’IL-2 et d’IFN-γ est corrélée à une diminution de la taille tumorale et à une 
amélioration de la survie des souris malades (Leach, Krummel, & Allison, 1996; Shrikant, 
Khoruts, & Mescher, 1999; Yang et al., 1997).  
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(3) Immunothérapies anti-CTLA-4 
Suite à l’identification du rôle de CTLA-4 dans la diminution du seuil d’activation des LT CD8+ 
dans les phases initiales de la tumorigénèse (Chambers, Sullivan, Truong, & Allison, 1998; Egen 
& Allison, 2002; M. F. Krummel & Allison, 1995), le blocage de CTLA-4 a été considéré comme 
une approche thérapeutique prometteuse pour potentialiser les fonctions antitumorales des LT 
CD8+. Cependant, l’administration d’un anti-CTLA-4 ne conduit pas à la régression de tumeurs 
faiblement immunogéniques mais ne fait que ralentir sa croissance. Au vu de l’utilisation limitée 
des vaccins thérapeutiques GVAX ou FVAX qui induisent une tolérance des LT CD8+ vis-à-vis de 
l’antigène tumoral présenté chroniquement par les CPA, la co-injection d’un anti-CTLA-4 avec 
ces vaccins restaure les fonctions antitumorales des lymphocytes T CD8+ « anergisés » et 
augmente sensiblement le ratio LT CD8+ effecteurs mémoires/ LTreg  au site de la tumeur 
(Curran & Allison, 2009; Hurwitz, Yu, Leach, & Allison, 1998; B. Li et al., 2007; Sotomayor, 
Borrello, Tubb, Allison, & Levitsky, 1999). Ainsi, des modèles expérimentaux ont mis en évidence 
que la combinaison des deux traitements limite sensiblement la croissance du mélanome 
(B16/BL6), du carcinome mammaire (SM1) ou du carcinome prostatique (modèle TRAMP) et 
améliore la survie des souris malades chez environ 60% d’entres elles.  
La combinaison du blocage de CTLA-4 et de la stimulation de CD137 s’est également avérée 
efficace dans un modèle murin du cancer du côlon (MC38) puisqu’il diminue les réactions auto-
immunitaires induites par le seul traitement anti-CTLA-4 et accroît les fonctions effectrices des 
LT CD8+ (Kocak et al., 2006). La recherche permanente d’une meilleure réponse antitumorale a 
conduit les chercheurs à investiguer ultérieurement les effets de la combinaison du vaccin FVAX, 
de l’anti-CTLA-4 et de l’anti-CD137. La synergie des traitements est efficace puisqu’elle induit 
une augmentation du nombre et des propriétés effectrices des LT CD8+ infiltrant la tumeur de 
souris porteuses de mélanome (Curran et al., 2011). Les premiers essais cliniques réalisés chez 
des patients atteints de mélanome métastatique ont révélé que l’anti-CTLA-4 (MDX-010, 
Ipililumab) augmente la prolifération et les fonctions effectrices des LT spécifiques de la tumeur 
, associées à la régréssion de la charge tumorale et à l’amélioration de la survie des patients 




L’Ipilumab a été approuvé en 2011 par la FDA ( Food Drug administration) mais son utilisation 
est relativement restreinte au traitement du mélanome puisque qu’il conduit au 
développement de nombreux effets indésirables tels que des lymphoproliférations bénines 
dans certains cancers, dont le lymphome B et le cancer de la prostate (Ansell et al., 2006; Beer 
et al., 2016).   
b) PD-1  
(1) Structure, expression et voie de signalisation  
PD-1 (Programmed cell death-1, CD279, Pdcd1) est un récepteur transmembranaire exprimé à 
la surface des lymphocytes T activés jouant un rôle critique dans la régulation de leurs fonctions 
et dans le maintien de la tolérance immunitaire périphérique (Nishimura, Nose, Hiai, Minato, & 
Honjo, 1999; Probst, Mccoy, Okazaki, Honjo, & Broek, 2005). L’intetaction de PD-1 avec ses 
ligands PD-L1 (B7-H1 ; CD274) et PD-L2  (B7-DC ; CD273) majoritairement exprimés par les 
cellules dendritiques, les monocytes activés et les macrophages (Brown et al., 2003; Freeman, 
Gordon J.Collins et al., 2000) induit la phosphorylation de PD-1 au niveau de ses des motifs 
intracellulaires ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif)  et ITIM ( Immunoreceptor 
tyrosine- based inhibitory motif), respectivement. Suite à l’activation des lymphocytes T par le 
TCR, la kinase Lck consitutivement active et liée au domaine cytoplasmique des corécepteurs 
CD4 ou CD8 phosphoryle la tyrosine Y248 du motif ITIM de PD-1, consituant ainsi un site de 
reconnaissance par la phosphatase SHP-2.  
L’engagement de PD-1 stabilise la synapse immunologique et réduit la motilité des lymphocytes 
T pour favoriser la transduction optimale des signaux inhibiteurs (Fife et al., 2009). Ainsi, la 
phosphatase SHP-2 déphosphoryle les motifs ITAMs de le chaîne ζ du CD3 afin de diminuer la 
phosphorylation de ZAP-70 organisée en microclusters à la membrane plasmique (Zinselmeyer 
et al., 2013) et inactiver la voie de signalisation de la PI3k/Akt/mTOR nécessaire à l’acquisition 
des propriétés effectrices des lymphocytes T (Figure 20) (Chemnitz, Parry, Nichols, June, & Riley, 
2004; Freeman, Gordon J.Collins et al., 2000; Parry, Chemnitz, Frauwirth, Lanfranco, Braunstein, 
et al., 2005). L’engagement de PD-1 induit principalement la déphosphorylation du TCR mais 
déphosphoryle également les tyrosines cytoplasmiques des récepteurs coactivateurs CD28 et 
CD226 (Hui et al., 2018; B. Wang et al., 2018). Le rôle de CD226 dans les fonctions des 





(2) Fonctions de PD-1 
L’interaction entre PD-1 et ses ligands augmente le seuil d’activation des LT activés en inhibant 
les signaux principalement issus de l’engagement de CD28 (Carter et al., 2002; Parry, Chemnitz, 
Frauwirth, Lanfranco, & Riley, 2005) (Figure 20) afin de diminuer leur prolifération et leur 
sécrétion d’IFN- γ (Carter et al., 2002; Freeman, Gordon J.Collins et al., 2000; Keir et al., 2006). 
Une étude intéressante a démontré que la concentration d’IL-2 produite par les LT CD4+, ainsi 
que l’IL-7 ou l’’IL-15 qui induisent l’activation du facteur de transcription STAT5, peuvent 
reverser les effets régulateurs négatifs de PD-1 (F. Bennett et al., 2003). Ainsi, seule la 
costimulation de CD28 et non pas d’ICOS ( qui n’induit pas de production d’IL-2) est capable 
d’augmenter l’expression de l’IL-2Rα qui permet de potentialiser la prolifération des 
lymphocytes T (F. Bennett et al., 2003).    
Figure 20 : Voie de signalisation de PD-1 
From Arlene H. Sharpe and Kristen E. Pauken, The diverse functions of the PD1 inhibitory pathway Nature Reviews Immunology, 2018 
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Rôle de PD-1 dans le maintien de la tolérance immunitaire 
 
L’interaction entre PD-1 et PD-L1 est un mécanisme majeur dans le maintien de la tolérance 
immunitaire périphérique puisqu’il a été démontré in vivo que l’absence (souris PD-L1-/- ou PD-1-
/-) ou le blocage de cette interaction conduit au développement de maladies autoimmunes 
caractérisées par une infiltration massive de lymphocytes T activés dans divers organes 
(système nerveux central, foie, cœur) (Dong et al., 2004; Nishimura et al., 1999; Nishimura, 
Okazaki, & Tanaka, 2001; Salama et al., 2003). En effet, l’interaction permanente entre PD-1 et 
ses ligands exprimés à la fois par les CPA et les cellules parenchymateuses inhibe l’activation 
précoce des LT au cours du priming dans les organes lymphoïdes secondaires et leurs fonctions 
effectrices dans les tissus périphériques, respectivement  (Fife et al., 2009; Keir et al., 2006). 
Conformément à ces résultats, il a été indiqué récemment que l’expression de PD-1 à la surface 
des LT CD8+ répondeurs aux antigènes du soi est un mécanisme de tolérance immunitaire 
pouvant être réversé in vivo en bloquant l’interaction entre PD-1 et PD-L1 (Goldberg et al., 
2017).  
Rôle pro-tumoral de PD-1  
 
L’expression des ligands de PD-1 par de nombreux types cellulaires favorise la régulation 
négative des fonctions effectrices des LT CD8+ au cours des différentes phases de la réponse 
immunitaire antitumorale. Dans les ganglions lymphatiques drainant la tumeur, le 
microenvironnement immunosuppressif (riche en IL-10 et en VEGF) favorise l’expression de PD-
L1 et de PD-L2 à la surface des cellules dendritiques matures afin de diminuer leurs capacités à 
activer la prolifération et les fonctions effectrices des LT CD8+ (Brown et al., 2003; Curiel, Wei, 
Dong, Chen, & Zou, 2003). En effet, il a été démontré in vitro puis in vivo que le blocage de PD-
L1 à la surface des cellules dendritiques augmente la production d’IFN-γ et d’IL-2 par les LT CD8+ 
activés et qu’il induit une forte régression de la tumeur chez des souris immunodéficientes 
NOD-SCID injectées avec des cellules tumorales ovariennes humaines (Curiel et al., 2003). Par 
ailleurs, des études ont indiqué que les cellules endothéliales expriment PD-L1 et PD-L2 en 
présence d’IFN-γ afin de diminuer la production d’IFN-γ par les LT CD8+  (Iwai, Terawaki, 




Comme l’indiquent les Figure 21 et Figure 22, PD-L1 est également exprimé par de nombreux 
types de cancers afin de restreindre les capacités cytolytiques des LT CD8+ et leur sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires dans les phases tardives de la réponse immunitaire (Blank et al., 
2004; Brown et al., 2003; Dong et al., 2002; Gevensleben et al., 2015). 
 
Figure 21 :  Expression des ligands de PD-1 par de nombreux tissus tumoraux, chez l’Homme 





Figure 22 : PD-1 régule l’activation des lymphocytes T au site tumoral  
From Drew M. Pardoll, The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy Nat Rev Cancer, 2012 
Contrairement à CTLA-4, PD-1 régule principalement les fonctions des LT effecteurs dans les tissus et les tumeurs. L’expression de PD-1 
est induite à la suite de l’activation des LT par les cellules dendritiques et perdure lors de sa migration en périphérie. Les signaux 




Il a par ailleurs été indiqué in vitro et in vivo sur un modèle de mélanome que l’interaction entre 
PD-L1 et PD-1 induit l’apoptose des LT CD8+ pour favoriser la croissance tumorale (Dong et al., 
2002). Des analyses fonctionnelles et immunohistochimiques réalisées sur des cellules de 
patients atteints du cancer du poumon non à petites cellules ont par ailleurs confirmé que la 
surexpression de PD-L1 par les cellules tumorales est positivement corrélée à la diminution de 
LT CD8+ infiltrant les tumeurs (Konishi, Yamazaki, Azuma, Kinoshita, & Dosaka-akita, 2004) et 
que l’expression de PD-1 à leur surface est associée à leurs faibles capacités effectrices et 
prolifératives (Y. Zhang, Huang, Gong, Qin, & Shen, 2010).  
(3) Immunothérapies anti-PD1 
Suite à l’observation que le blocage de l’interaction PD-L1/PD-1 diminue la taille tumorale et 
augmente la survie des souris porteuses de tumeurs (mélanome, mastocytome, carcinome, 
leucémie myéloïde aïgue) (Blank et al., 2004; Hirano et al., 2005; Juneja et al., 2017; Mumprecht 
et al., 2009; Strome et al., 2003), les effes anti-tumoraux de l’anti-PD-1 ont été caractérisés chez 
l’Homme. Ainsi, les études fonctionnelles réalisées in vitro sur des LT infiltrant les tumeurs de 
patients ont par la suite prouvé l’efficacité de l’anti-PD-1 à restaurer les fonctions antitumorales 
des LT CD8+ (Mumprecht et al., 2009; Y. Zhang et al., 2010) et ont conduit au développement 
d’essais cliniques avec l’anticorps monoclonal anti-PD-1, le Nivolumab (MDX-1106). Les essais 
cliniques réalisés sur des patients atteints de mélanome métastatique, de cancer de la prostate, 
du cancer du poumon ou encore de carcinome rénal ont révélé que le Nivolumab augmente la 
fréquence de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques au site tumoral et induit une réponse partielle 
ou totale chez certains individus (Brahmer et al., 2010; Gentzler et al., 2016). 
Les immunothérapies anti-PD-1 basées sur l’injection d’anticorps bloquants PD-1 
(Pembrolizumab et Nivolumab) ont donc été approuvées par la FDA en 2014 au vu de leurs 
capacités à améliorer sensiblement la survie des patients. Elles sont actuellement utilisées en 
monothérapie dans le traitement du cancer de la vesssie, du mélanome, du cancer colorectal, 




(4) Les bithérapies  
Anti-CTLA-4/ Anti-PD-1 
 
La faible immunogénicité de nombreuses tumeurs a conduit les chercheurs à combiner des 
stratégies vaccinales et immunothérapeutiques pour potentialiser les fonctions cytotoxiques 
des LT CD8+. Un modèle de mélanome a ainsi mis en évidence que l’administration du vaccin 
FVAX en combinaison avec les anticorps ciblant les récepteurs inhibiteurs CTLA-4 ou PD-1 
augmente le nombre de LT CD8+ effecteurs au site de la tumeur (Curran, Montalvo, Yagita, & 
Allison, 2010). Cependant, leurs effets thérapeutiques sont négligeables puisqu’ils 
n’augmentent la survie des souris que chez 10% et 25% d’entre elles, respectivement. Ainsi, il a 
été révélé que la combinaison du blocage de PD-1 et de CTLA-4 augmente la survie chez 60% 
des souris et que la synergie des traitements accroît sensiblement la proportion de LT CD8+ 
intratumoraux capables de sécréter de l’IFN-γ et du TNF-α par rapport aux lymphocytes 
immunosuppresseurs LTreg (Curran et al., 2010).  
Figure 23 : Les anticorps bloquants utilisés actuellement en monothérapie antitumorale 






L’efficacité de la combinaison anti-PD1/CTLA-4 a également été mise en évidence dans des 
modèles de cancer du côlon et du cancer de l’ovaire où il a été démontré que l’inhibition 
simultanée de  PD-1 et CLTA-4 potentialise l’effet antitumoral des monothérapies en 
augmentant davantage les fonctions effectrices des LT CD8+ , associées à une régression de la 
tumeur chez 75% des souris (Duraiswamy, Kaluza, Freeman, & Coukos, 2013). L’analyse des 
profils transcriptomiques des LT infiltrant les tumeurs de souris atteinte de tumeur 
immunogénique (modèle de sarcome MCA) traitées avec les anticorps bloquants a ensuite été 
réalisée. Elle a révélé que le blocage de PD-1 modifie principalement le métabolisme des 
cellules et augmente la voie de signalisation de l’IL-2 tandis que le blocage de CTLA-4 favorise 
l’expression des gènes du cycle cellulaire et des fonctions effectrices des LT CD8+ (notamment la 
sécrétion d’IFN-γ)  (Gubin et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés sur des cellules issues de 
patients traités en monothérapie ou en bithérapie avec l’Ipililumab et le Nivolumab.  L’analyse 
des profils transcriptomiques des LT intratumoraux indique que le seul blocage de CTLA-4 ou de 
PD-1 conduit à activer davantage la prolifération ou les fonctions cytolytiques, respectivement. 
La combinaison des traitements favorise une prolifération clonale associée à une différentiation 
en lymphocytes mémoires dont la production de granzyme B est augmentée  (Das et al., 2015). 
Ainsi, des études cliniques réalisées sur des cohortes de patients atteints de mélanome 
(Wolchok et al., 2013) et de carcinome rénal (Motzer et al., 2018) ont révélé que la combinaison 
de Nivolumab et l’Ipililumab améliore sensiblement les réponses cliniques. Cependant, leurs 
administrations chez des patients atteints de mélanome restent peu utilisées puisqu’elles 
engendrent de nombreux effets toxiques associées à de graves complications (pneumopathies, 
troubles thyroïdiens, hépatite) (Wolchok et al., 2013).  Malgré les résultats très prometteurs des 
immunothérapies actuelles, certains cancers y sont toujours réfractaires et conduisent les 
chercheurs à développer de nouvelles combinaisons thérapeutiques qui consistent à bloquer les 







La faible immunogénicité de nombreux cancers humains (notamment le mélanome) est 
associée à l’expression de PD-L1 à la surface des cellules tumorales et à un état de « tolérance 
immunitaire » des LT CD8+ qui pourrait justifier les faibles réponses cliniques des patients 
traitées en monothérapie (Hirano et al., 2005). Il a ainsi été démontré chez des souris injectées 
avec des cellules de mastocytomes exprimant PD-L1  (P815) puis traitées avec un anti-CD137 
que la combinaison des thérapies anti-PD-1 et anti-CD137 augmente les fonctions effectrices 
des LT CD8+ au site tumoral et favorise une différenciation des LT CD8+ spléniques en cellules 
mémoires.  
  
Figure 24 : Les immunothérapies futures consistent à inhiber les récepteurs inhibiteurs et à activer les récepteurs activateurs pour potentialiser plus 
efficacement la réponse antitumorale T  
From Perrine Vuagnat et Stéphane Champiat, Immunothérapies anti-checkpoints : aspects fondamentaux, 2018 
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Des résultats similaires ont été obtenus sur le modèle de mélanome B16F10, qui ont par ailleurs 
indiqué que la stimulation de CD137, en augmentant sa propre expression et celle de PD-1 à la 
surface des LT CD8+ spléniques et intratumoraux, favorise l’effet antitumoral de l’anti-PD-1 (S. 
Chen et al., 2015). Suite aux révélations que le traitement des patients avec l’Urelumab conduit 
à de graves dommages hépatiques, la société pharmaceutique Pfizer a commercialisé 
récemment un nouvel anticorps antagoniste anti-CD137, l’Utomilumab, aux propriétés 
antitumorales très efficaces et non toxiques chez des patients atteints de lymphome non 
hodgkinien (Gopal et al., 2015). La  combinaison des anti-PD-1/PD-L1 et anti-CD137 
(Utomilumab) est actuellement testée dans des essais cliniques dans le traitement de plusieurs 
cancers (Rodriguez-ruiz & Melero, 2017) (Figure 25).  
Figure 25 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la synergie des immunothérapies anti-CD137 et anti–PD-1  
From M. Rodriguez-ruiz and I.Melero, Anti-CD137 and PD-1 / PD-L1 Antibodies En Route toward Clinical Synergy Clinical Cancer Research 2017 
 
Ce schéma permet de concevoir les éventuelles conséquences du blocage de PD-1 via un anti-PD-1 ( Nivolumab ou Pembrolizumab) et de la 
stimulation du CD137 via un anti-CD137 (l’Urelumab ou l’Utomilumab). Au vu des études préalables qui ont démontré que l’expression du 
CD137 est favorisée par la stimulation de CD28 et par le blocage de PD-1, il est suggéré que stimuler davantage le récepteur CD137 augmente la 





2. L’épuisement lymphocytaire 
a) Phénotype et fonctions des lymphocytes T CD8+ épuisés  
Le microenvironnement tumoral, caractérisé par la présence de facteurs immunosuppressifs et 
de cellules tumorales présentant chroniquement l’antigène aux LT CD8+, induit un état 
d’hyporéponse des LT CD8+ qui éliminent moins efficacement les cellules cancéreuses. 
L’épuisement lymphocytaire est un phénomène initialement décrit dans un modèle murin 
d’infection virale chronique (souche CL13 du LCMV) qui définit la perte progressive des 
fonctions effectrices des LT CD8+ continuellement stimulés par un antigène (Zajac et al., 1998). 
En effet, les LT CD8+ épuisés prolifèrent peu et ne sécrètent pas d’IL-2 et de TNF-α dans les 
phases précoces de l’infection puis perdent progressivement leurs capacités à sécréter de l’IFN-
γ et à lyser leurs cellules cibles au cours de leur différentiation. De nombreux modèles murins 
ainsi que des analyses in vitro de LT CD8+ humains ont permis d’identifier de nombreuses 
similitudes phénotypiques et fonctionnelles entre les LT CD8+ épuisés dans les infections virales 
chroniques et ceux infiltrant les tumeurs. Contrairement aux LT CD8+ circulants spécifiques de la 
tumeur qui sécrètent de l’IFN-γ en réponse à une stimulation antigénique (Matsuzaki et al., 
2010; Zippelius et al., 2004), les LT CD8+ présents au site tumoral sécrètent peu de molécules 
effectrices (IFN-γ, perforine et granzyme B) en réponse aux antigènes tumoraux Melan-A et NY-
ESO-1 chez des patients atteints de mélanome et de cancer de l’ovaire, respectivement 
(Ahmadzadeh et al., 2009). Ces LT CD8+  sont cependant capables de sécréter de l’IFN-γ en 
réponse à une stimulation par la PMA/ionomycine, suggérant donc que le microenvironnement 
tumoral est à l’origine d’une perturbation d’événements précoces dans la voie de signalisation 
du TCR (Zippelius et al., 2004). Dans la vaste majorité des cancers solides, les LT CD8+ 
intratumoraux sont des effecteurs mémoires CCR7- CD45RA- CD127low qui présentent de 
nombreuses similitudes phénotypiques, transcriptionnelles et fonctionnelles aux LT CD8+ 
épuisés dans  les infections virales chroniques (Blackburn et al., 2009; E. J. Wherry et al., 2007; J. 
E. Wherry & Ahmed, 2003). En effet, la coexpression des récepteurs inhibiteurs PD-1, Tim-3, 
CTLA-4 et BTLA-4 à la surface des LT CD8+ infiltrant la tumeur chez des patients atteints de 
mélanome suggère que ce sont des cellules en différentiation terminale, également 
caractérisées plus récemment dans un modèle murin de la maladie (Ahmadzadeh et al., 2009; 
Baitsch et al., 2011; Chihara et al., 2018; Fourcade et al., 2012).  
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En effet, chez la souris, la coexpression des récepteurs inhibiteurs PD-1, LAG-3, Tim-3 et TIGIT 
identifie en effet un cluster de LT CD8+ infiltrant les tumeurs (Chihara et al., 2018). Chez 
l’homme, les LT CD8+ infiltrant les tumeurs ovariennes expriment PD-1, CTLA-4 et LAG-3 
(Matsuzaki et al., 2010) et les LT CD8+ issus de tumeurs du poumon expriment progressivement 
PD-1, Tim-3, LAG-3, CTLA-4 puis BTLA4 (D. S. Thommen et al., 2015). De façon similaire aux LT 
CD8+ épuisés chez des souris infectées avec la souche virale CL13 du LCMV (Blackburn et al., 
2009; E. J. Wherry et al., 2007; J. E. Wherry & Ahmed, 2003; Zajac et al., 1998), 
l’hypofonctionnalité des LT CD8+ épuisés au site tumoral est proportionnelle au nombre des 
récepteurs inhibiteurs engagés à leur surface (Baitsch et al., 2011; Fourcade et al., 2012; 
Matsuzaki et al., 2010; D. S. Thommen et al., 2015). En effet, il a été démontré dans le modèle 
murin LCMV que le blocage simultané de PD-1/LAG-3 (Blackburn et al., 2009) ou de PD-1/Tim-3 
potentialise la prolifération et les capacités antivirales des LT CD8+ (Jin et al., 2010). Ainsi, des 
modèles murins de carcinome du côlon (CT26) et de carcinome mammaire (4T1) ont révélé que 
les LT CD8+ qui coexpriment les récepteurs inhibiteurs PD-1/Tim-3 ou PD-1/CTLA-4 sont les plus 
dysfonctionnels. La combinaison du blocage des récepteurs inhibiteurs restaure leurs fonctions 
antitumorales et conduit à l’élimination de la tumeur chez 50% et 75% des souris traitées, 
respectivement (Sakuishi et al., 2010) (Figure 26).  
Figure 26 : Le blocage de PD-1 et CTLA-4 restaure les fonctions effectrices des LT CD8+ épuisés 







Dans des modèles expérimentaux de cancer colorectal et de fibrosarcome, la combinaison du 
blocage de PD-1 et LAG-3 augmente davantage la fréquence des LT CD8+ effecteurs par rapport 
au blocage d’un seul récepteur. Ainsi, le blocage PD-1/LAG-3 induit une diminution de la 
croissance tumorale et améliore  la survie des souris malades  (Woo et al., 2013). Un modèle de 
lymphome a également révélé que le blocage des récepteurs inhibiteurs PD-1 et B7RS1 (Prasad, 
Richards, Mai, & Dong, 2003) réduit la taille de la tumeur en favorisant l’expression de gènes 
effecteurs et en diminuant celle des gènes impliqués dans l’épuisement lymphocytaire (J. Li et 
al., 2018).  
Chez l’Homme, les stimulations des LT CD8+ épuisés in vitro en présence d’anticorps 
monoclonaux antagonistes (mAb) ont révélé que la synergie de la combinaison des blocages de 
PD-1, BTLA-4 et Tim-3 et de PD-1/LAG-3 conduit à une augmentation de la fréquence de LT CD8+ 
spécifiques aux capacités prolifératives et effectrices accrues dans le cadre du mélanome 
(Fourcade et al., 2012) et du cancer de l’ovaire (Matsuzaki et al., 2010). Cependant, seule 
l’expression graduelle de PD-1 et de Tim-3 semble être corrélée au stade de la maladie chez des 
patients atteints du cancer du poumon non à petites cellules (D. S. Thommen et al., 2015). De 
façon similaire, il a été indiqué que la coexpression de PD-1/Tim-3 à la surface de LT CD8+ 
infiltrant les tumeurs de patients atteints de carcinome à cellules rénales est corrélée à la taille 
de la tumeur et constitue un biomarqueur de risque de rechute et de faible survie globale des 
patients (Granier et al., 2017).  Ainsi, les LT CD8+ épuisés expriment tous PD-1, dont la 
coexpression avec les autres récepteurs inhibiteurs dépend du type de cancer.  
b) Réponse aux immunothérapies anti-PD1 
Il a été initialement révélé chez l’Homme (individus atteints d’hépatite C) et chez la souris 
(modèle d’infection virale chronique LCMV) que le niveau d’expression de PD-1 conditionne la 
réponse des LT CD8+ PD-1+ aux immunothérapies anti-PD-1 (Blackburn, Shin, Freeman, & 
Wherry, 2008; Nakamoto & Chang, 2008). Seuls les LT CD8+ exprimant des niveaux 
intermédiaires de PD-1 (PD-1int) prolifèrent en réponse à une stimulation antigénique et 




Il a par ailleurs été suggéré que les LT CD8+ PD-1int Tbethigh Eomeslow sont des cellules 
précurseurs qui se différencient en LT CD8+ PD-1high Tbetlow Eomeshigh high terminaux dont 
l’hyporéponse semble être corrélée à la coexpression de nombreux récepteurs inhibiteurs et à 
l’expression des facteurs de transcription Blimp-1 (Shin et al., 2009) et Eomes (Paley et al., 2012) 
(Figure 27).  
Les similitudes phénotypiques et fonctionnelles des LT CD8+ épuisés dans les infections virales 
chroniques et les cancers ont conduit les chercheurs à évaluer si le niveau d’expression de PD-1 
à la surface des LT CD8+ intratumoraux conditionne leurs réponses aux immunothérapies anti-
PD1. Chez des patients atteints de cancer de la tête et du cou (Kansy et al., 2017) et des patients 
atteints du cancer du poumon non à petites cellules  (D. S. Thommen et al., 2015), l’infiltration 
des tumeurs par des LT CD8+ PD-1high aux fonctions sécrétrices sensiblement réduites suggère 
Figure 27 : Les lymphocytes T épuisés peuvent être fonctionnellement identifiés sur les niveaux d’expression de PD-1  et sur l’expression 
des facteurs de transcription Eomes et Tbet 
From K.E Pauken and E John Wherry Overcoming T cell exhaustion in infection and cancer Trends in Immunology 2015 
 
L’analyse des LT CD8+ épuisés au cours de l’infection virale chronique LCMV chez la souris a conduit à l’indentification de populations 
hétérogènes dont le phénotype conditionne leurs fonctions et leur réponse à l’immunothérapie anti-PD-1. Les LT PD-1int Tbethigh Eomeslow 
sont davantage capable de proliférer de produire du TNF-α et de l’IFN-γ que les LT PD-1high Tbetlow Eomeshigh exprimant de nombreux 
récepteurs inhibiteurs (IR, Inhibitory receptors). Chez la souris, des expériences de transfert adoptif  des deux populations ont révélé que les 
LT PD-1int Tbethigh Eomeslow se différencient en LT PD-1high Tbetlow Eomeshigh de façon dépendante de l’antigène et que le blocage de la voie 
PD-1/PD-L1 cible principalement les LT PD-1int. Des observations similaires ont été également faites chez l’Homme, chez des patients 




que les patients possédant majoritairement des LT CD8+ PD-1high répondent peu aux 
immunothérapies anti-PD-1 (Nivolumab). 
Chez les patients atteints du cancer du poumon non à petites cellules, il a été suggéré que 
l’expression exclusive de Tim-3 et LAG-3 par les LT CD8+ PD-1high ainsi que leur faible expression 
de CD28 est associée à leur défauts fonctionnels ainsi qu’à leur incapacité à répondre aux anti-
PD-1 in vitro (D. S. Thommen et al., 2015; Daniela S. Thommen et al., 2018). En effet, une étude 
récente réalisée sur une cohorte de patients atteints de carcinome à cellules rénales a indiqué 
que la coexpression de PD-1 et Tim-3 par les LT CD8+ infiltrant la tumeur est associée à une 
faible survie des patients traités avec le Nivolumab (anti-PD-1) (Pignon et al., 2019). 
L’analyse des profils transcriptomiques des LT CD8+ PD-1high et des LT CD8+ PD-1low/int infiltrant 
les tumeurs de patients atteints du cancer du poumon non à petites cellules a indiqué que LT 
CD8+ PD-1high ont un programme génétique associé à la prolifération cellulaire et au 
recrutement de cellules immunitaires au site tumoral  (Daniela S. Thommen et al., 2018). Malgré 
leurs profondes altérations fonctionnelles associées à l’épuisement lymphocytaire 
(augmentation du métabolisme et réponse accrue à l’IL-10), les LT CD8+ PD-1high stimulés par le 
TCR en présence d’IL-2 diminuent l’expression de PD-1 à leur surface et sécrètent davantage de 
cytokines effectrices.  Des études rétrospectives réalisées sur des patients atteints du cancer du 
poumon non à petites cellules ont ainsi indiqué que ces LT CD8+ PD-1high présents au site 
tumoral sont répondeurs au Nivolumab (anti-PD1) et qu’ils permettent de prédire la réponse 
clinique des patients  (Kamphorst et al., 2017; Daniela S. Thommen et al., 2018). L’analyse des 
LT CD8+ du sang et ceux infiltrant la tumeur de patients atteints de mélanome traités avec le 
Pembrolizumab (anti-PD-1) a également révélé que les LT CD8+ les plus répondeurs sont des LT 
CD45RAlowCD27high PD-1+ CTLA-4+ « épuisés » qui expriment fortement le facteur de 
transcription Eomes  (A. C. Huang et al., 2017; Paley et al., 2012). Par ailleurs, un modèle murin 
du cancer du cou et de la tête a également mis en évidence in vivo  que l’anti-PD-1 réduit la 
fréquence de LT CD8+ PD-1high et augmente celle des LT CD8+ PD-1low, associée à une diminution 
du volume tumoral (Kansy et al., 2017). Ainsi, il est actuellement suggéré que les 
immunothérapies anti-PD-1 agissent sur les LT CD8+ PD-1high « les plus épuisés » afin de 
diminuer progressivement l’expression de PD-1 à la surface et les différentier en LT CD8+ PD-
1int/low aux fonctions antitumorales efficaces. La proportion de LT CD8+ PD-1high infiltrant les 
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tumeurs, initialement décrite comme un facteur de mauvais pronostic dans les cancers du sein 
et du cancer du cou et de la tête (Kansy et al., 2017; Muenst et al., 2013), semble être 
positivement corrélée à la réponse clinique des patients traités avec l’anti-PD-1.  
D. Les récepteurs aux nectines et aux « nectine-like » 
1. Les nectines et les « nectine-like » 
Les nectines (Nec) et nectines-like (Necl) sont des protéines ubiquitaires appartenant à la 
superfamille des immunoglobulines qui comprennent respectivement 4 (Nec 1-4) et 5 membres 
(Necl 1-5). Les nectines et nectines-like sont des protéines transmembranaires de type I qui 
présentent un domaine extracellulaire contenant trois domaines Ig-like (un domaine variable V 
et deux domaines constants C), un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique 
qui interagit avec des protéines intervenant dans la réorganisation du squelette d’actine. Ainsi, 
les nectines ont été principalement décrites pour leurs rôles dans la formation de jonctions 
intercellulaires ainsi que dans le  maintien de la polarité cellulaire (Takai, Miyoshi, Ikeda, & 
Ogita, 2008). Bien que les nectines-like soient également impliquées dans la formation des 
contacts intercellulaires, leurs rôles biologiques sont plus variés. Elles sont notamment 
impliquées dans la différentiation et la  morphogénèse des cellules, et augmentent  leur 
migration et leur prolifération  (Ikeda et al., 2004; Kakunaga et al., 2004; Takai et al., 2008). Les 
domaines constants extracellulaires des nectines et des nectines-like leur permettent de former 
des cis-dimères par des interactions homophiliques à la surface d’une même cellule. Les cis-
dimères forment des trans-dimères via les interactions hétérophiliques ou homophiliques des 
domaines Ig-like variables des nectine ou des nectine-like, ou ceux des ligands exprimés par une 
cellule adjacente (Figure 28).  
Figure 28 :  Les différents types d’interactions entre les nectines, les nectines-like et leurs ligands 






Bien que la nectine-like (Necl-5) (poliovirus receptor PVR, CD155) et la nectine-2 δ/ α(CD112) 
contribuent de façon importante aux propriétés structurelles et fonctionnelles des cellules 
épithéliales et endothéliales, elles sont également surexprimées par les cellules dendritiques 
matures (Kamran et al., 2013; Pende et al., 2006) et de nombreuses cellules tumorales. Le stress 
génotoxique qui caractérise les cellules cancéreuses altère l’ADN et conduit à l’activation des 
protéines kinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM- and Rad3-related) 
impliquées dans l’expression de CD112 et CD155 à leur surface (Iguchi-Manaka et al., 2008). 
Ainsi, CD112 et CD155 favorisent la prolifération et la migration des cellules cancéreuses 
(Masson et al., 2001; Sakisaka & Takai, 2004) mais régulent également les fonctions des cellules 
immunitaires en interagissant avec les récepteurs DNAM-1 (CD226, TliSA-1, PTA1), CD96 
(TACTILE) et TIGIT (WUCAM, VSTM3) exprimés principalement par les cellules NK (Natural Killer) 
et les lymphocytes T. Ainsi, CD112 et CD155 semblent jouer un rôle immunorégulateur de la 
réponse immunitaire antitumorale et peuvent potentiellement représenter des cibles 
thérapeutiques intéressantes dans le traitement contre le cancer. 
2. Signalisation du récepteur CD226  
CD226 (DNAX accessory molecule 1, DNAM-1) est une glycoprotéine transmembranaire de type 
I appartenant à la superfamille des immunoglobulines exprimée par la majorité des lymphocytes 
T du sang circulant tels que les lymphocytes Tαβ, les lymphocytes Tγδ, les cellules NK 
cytotoxiques (Natural Killer), les monocytes et une sous-population de lymphocytes B (A. 
Shibuya et al., 1996). Le domaine extracellulaire de CD226 est constitué d’une séquence 
« leader » d’adressage à la membrane plasmique et d’une portion de 230 acides aminés 
comprenant deux domaines « Ig-like » (Ig-D1 et Ig-D2) caractérisés par des cystéines impliquées 
dans la formation de ponts disulfure intra-chaînes. Le premier domaine extracellulaire Ig-D1 est 
impliqué dans l’interaction de CD226 avec ses ligands CD112 et CD155, bien que CD226 ait une 
plus forte affinité de liaison pour CD155 (Hou et al., 2014). En effet, les constantes de 
dissociation des complexes CD226/CD112 et CD226/CD155 indiquent que CD226 interagit 
davantage avec CD155 que CD112 (KD CD226/CD155= 2,3 3 10-7 et KD CD226/CD112 = 3,1 10-7). Il a été 
suggéré que  l’agrégation homophilique de CD112 à la surface des cellules cibles favorise 




Le domaine transmembranaire de CD226 est composé de 28 acides aminés et la région 
intracytoplasmique de 60 acides aminés contient des sites putatifs de phosphorylation, 
notamment la tyrosine 322 et la sérine 329,  à l’origine de l’initiation de cascades de 
signalisation intracellulaires (Sherrington et al., 1997; A. Shibuya et al., 1996) (Figure 29).  
 
Au sein des cellules NK et des lymphocytes T activés par le TCR,  la PKC phosphoryle la sérine 
329 de CD226 (S329 chez l’Homme et S326 chez la souris) afin d’augmenter l’adhésion de 
CD226 vis-à-vis de ses ligands exprimés par les cellules cibles et ainsi transduire le signal 
impliqué dans leurs fonctions cytolytiques (A. Shibuya, Lanier, & Phillips, 1998; K. Shibuya et al., 
1999). La phosphorylation de la sérine 329 joue un rôle majeur dans l’association entre CD226 
et l’intégrine LFA-1 (intégrine αLβ2, CD11a/CD18) impliquée dans la transduction du signal de 
CD226 (K. Shibuya et al., 1999; Shirakawa, Shibuya, & Shibuya, 2004). En effet, l’engagement de 
LFA-1 induit la phosphorylation de la kinase Fyn (appartenant à la famille des kinases Scr) qui 
phosphoryle à son tour la tyrosine 322 de CD226 (Y319 chez la souris) (K. Shibuya et al., 1999). 
Le rôle de LFA-1 dans la voie de signalisation de CD226 a notamment été démontré in vitro sur 
des cellules NK issus de patients présentant un défaut d’expression de l’intégrine β2 (syndrome 
Figure 29 : Structure de CD226 et séquences d’acides aminés du domaine intracytoplasmique 
From Sherrington, Paul D et al, TLiSA1 (PTA1) activation antigen implicated in T cell differentiation and platelet activation is a 
member of the immunoglobulin superfamily exhibiting distinctive regulation of expression The Journal of Biological Chemistry 1997 
And, modified from Shibuya et al, Protein Kinase C Is Involved in the Regulation of Both Signaling and Adhesion Mediated by DNAX 




LAD, Leucocyte Adhesion Deficiency) où il a été démontré que  l’absence de LFA-1 inhibe la 
phosphorylation de la tyrosine 322 induite par la stimulation de CD226 (K. Shibuya et al., 1999).  
 
De façon similaire, la même équipe met en évidence quelques années plus tard sur des LT 
humains que la phosphorylation de la tyrosine 322 de CD226 résulte de l’engagement de LFA-1 
(K. Shibuya et al., 2003). Plus récemment, l’équipe de Z. Zhang a indiqué pour la première fois 
sur des cellules NK murines que la tyrosine phosphorylée de CD226, située à proximité de 
l’asparagine N321 (N324 chez l’Homme) constitue un domaine consensus YVNY ITT-like 
(Immunoreceptor tyrosine tail –like) relativement bien conservé entre l’Homme et la souris (Z. 
Zhang et al., 2015)  (Figure 30).  
 
Le domaine ITT-like de CD226 est reconnu par le domaine SH2 de la protéine adaptatrice Grb2 
qui interagit via ses domaines SH3 avec les protéines Vav-1, c-Cbl, SHIP-1, et la sous-unité p85 
de la PI3K.  Ces protéines activent ultérieurement la PLC-γ1, Akt et ERK qui jouent un rôle 
majeur dans les fonctions cytolytiques des cellules NK (Z. Zhang et al., 2015). De façon 
importante, ces travaux suggèrent que contrairement à la sérine 326 (sérine 329 chez 
l’Homme), seule la tyrosine 319 (tyrosine 322 chez l’Homme) est nécessaire à la transduction du 
signal activateur issu de l’engagement de CD226.  Des tests fonctionnels réalisés sur des cellules 
NK issus de souris KO (Fyn-/- et LFA-1-/-) ont par ailleurs confirmer que l’association de CD226 à 
LFA-1 n’est pas nécessaire à l’activation des kinases intracellulaires et que Fyn n’est pas 
obligatoirement requise pour la phosphorylation de la tyrosine 319 (Z. Zhang et al., 2015). Les 
cellules NK sont des lymphocytes cytotoxiques caractérisés par l’expression de multiples 
récepteurs activateurs dont les signaux synergisent pour activer de façon optimale leurs 
Figure 30 : Les acides aminés impliqués dans la signalisation de CD226 sont conservés entre l’Homme et la souris 
From Z. Zhang et al, DNAM-1 controls NK cell activation via an ITT-like motif, The journal of Experimental Medicine, 2015 
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fonctions effectrices (Bryceson, March, Ljunggren, & Long, 2006). Ainsi, des études ont voulu 
identifier si les signaux intracellulaires issus de la stimulation de CD226 « complémentent » ceux 
issus d’autres récepteurs.  
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Chez l’Homme, l’engagement de CD226 induit la phosphorylation de la tyrosine 128 (Y128) de 
SPL-76 et la phosphorylation de Vav-1(Y160) (H. S. Kim & Long, 2010), et l’activation 
additionnelle du récepteur activateur 2B4 induit la phosphorylation de la tyrosine 113 de SPL-76 
et potentialise la phosphorylation de Vav-1 (H. S. Kim & Long, 2013). Ainsi, les signaux issus de 
l’engagement des récepteurs CD226 et 2B4 synergisent afin de promouvoir la phosphorylation 
de SLP-76 sur ses deux sites putatifs reconnus par le domaine SH2 de Vav-1. La stabilisation du 
complexe SLP-76 /Vav-1 favorise l’activation de la PLC-γ2 et de Erk afin d’augmenter la 
mobilisation de calcium intracellulaire nécecessaire à l’acquisition des fonctions effectrices des 
cellules NK (Figure 31) (H. S. Kim & Long, 2013).  
 
 
Figure 31 : Actions synergiques de l’engagement de CD226, 2B5 et LFA-1 dans l’activation des fonctions cytolytiques des cellules NK  
From Lucas Ferrari de Andrade, Mark J Smyth and Ludovic Martinet, DNAM-1 control of natural killer cells functions through nectin and nectin-like 




L’investigation de la voie de signalisation de CD226 a donc été principalement réalisée sur des 
cellules NK, mais une étude récente a révélé que l’engagement de CD226 à la surface des LT 
CD4+ activés par le TCR augmente la phosphorylation de la tyrosine 174 de Vav-1 et la 
phosphorylation de ERK (Gaud et al., 2018). CD226 est donc un récepteur capable de transduire 
un signal activateur via la phosphorylation de la tyrosine 322 impliquée dans les fonctions 
effectrices des cellules T et des cellules NK. Cependant, l’ensemble de ces études indiquent que 
l’activation des protéines impliquées dans la voie de signalisation de CD226 semble dépendre 
du type cellulaire étudié et des récepteurs immunorégulateurs exprimés à leur surface. 
3. Rôles de CD226 dans les fonctions des cellules NK 
Les cellules NK sont des lymphocytes cytotoxiques de l’immunité innée impliqués dans le 
contrôle précoce des infections microbiennes ainsi que dans l’immunosurveillance antitumorale 
(Vivier, Tomasello, Baratin, Walzer, & Ugolini, 2008). Les cellules NK jouent un rôle majeur dans 
la tolérance immunitaire puisqu’ils sont capables d’identifier et de lyser spécifiquement une 
cellule infectée ou une cellule tumorale tout en épargnant les cellules saines du soi. L’activation 
de leurs fonctions cytotoxiques résulte de l’intégration de signaux issus de l’engagement des 
récepteurs activateurs et inhibiteurs qu’ils expriment à leur surface (Figure 32).  
Figure 32 : Diversité des interactions entre les récepteurs des cellules NK et leurs ligands exprimés par les cellules cibles 




Les cellules NK sécrètent des molécules cytolytiques (la perforine et les granzymes) qui 
induisent l’apoptose de la cellule cible (J. M. Kelly et al., 2001). L’apoptose des cellules 
tumorales peut également résulter de l’interaction entre Fas : Fas-L (Fas-Ligand) et TRAILR1/2 
(TRAIL receptor 1/2) : TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) exprimés par les cellules 
cibles et les cellules NK, respectivement  (Mark J. Smyth et al., 2004, 2005; Zamai et al., 1998).  
a) Activation des fonctions effectrices  
De nombreuses études ont mis en évidence que CD226 est une molécule d’adhésion qui 
augmente la sécrétion des cytokines effectrices et la cytotoxicité des cellules NK à la suite de 
son interaction avec CD112 et CD155 fréquemment exprimés par les cellules tumorales (Bottino 
et al., 2003; C. J. Chan, Smyth, & Martinet, 2014; Kearney, Ramsbottom, Voskoboinik, Darcy, & 
Oliaro, 2016; Pende et al., 2005; A. Shibuya et al., 1996; Tahara-Hanaoka et al., 2004). 
Cependant, l’interaction de CD226 avec ses ligands n’est pas nécessairement requise pour les 
fonctions cytolytiques des cellules NK. En effet, la contribution respective des récepteurs 
impliqués dans l’activation des fonctions effectrices des cellules NK (notamment 2B4, NKp30, 
NKp46 et NKG2D) varie selon l’expression de leurs ligands spécifiques qui caractérisent les 
cellules cibles (Bryceson, March, Ljunggren, Long, & Dc, 2011; Castriconi et al., 2007). Bien que 
la seule stimulation de CD226 induise l’augmentation du calcium intracellulaire, la costimulation 
CD226/2B4 est nécessaire à la dégranulation des molécules lytiques, à la sécrétion des cytokines 
effectrices IFN-γ et TNF-α et à la lyse des cellules tumorales par les cellules NK n’ayant pas été 
pré-activées en IL-2 (Bryceson, Ljunggren, & Long, 2009; Bryceson et al., 2011; N. Stanietsky et 
al., 2009).  Les contacts intercellulaires entre la cellule NK et sa cible sont initiés via l’interaction 
entre l’intégrine LFA-1 et ICAM-1 en périphérie de la synapse immunologique. LFA-1 interagit 
avec le cytosquelette d’actine afin de stabiliser les conjugués et réorganiser la localisation des 
différents acteurs moléculaires impliqués dans la transduction des signaux nécessaires à la 
polarisation et au relargage des granules lytiques (Barber, Faure, & Long, 2004; Bryceson, 
March, Barber, Ljunggren, & Long, 2005; Lagrue, Kennedy, Williamson, & Davis, 2013; Orange, 
2008). Ainsi, l’identification du rôle de LFA-1 dans la transduction du signal issu de l’engagement 
de CD226 a conduit les chercheurs à caractériser davantage les mécanismes moléculaires qui 





L’interaction entre le premier domaine extracellulaire de CD226 et son ligand est impliqué dans 
l’agrégation de CD226 et LFA-1 à la synapse immunologique et induit la transduction de signaux 
« inside-out » à l’origine du changement conformationnel de LFA-1 (Bryceson et al., 2009, 2005; 
Hou et al., 2014).  Ainsi, il a été démontré que LFA-1 et CD226 coopèrent pour transduire un 
signal intracellulaire conduisant à la sécrétion de cytokines effectrices et de molécules lytiques 
vis-à-vis de lignées cellulaires (K562 et HeLa) exprimant ICAM-1 et CD112/CD155, 
respectivement  (Hou et al., 2014).  En effet, l’absence de LFA-1 à la surface des cellules NK 
(issues de patients atteints du syndrome de déficit d’adhésion des leucocytes) ou l’inhibition de 
l’interaction entre LFA-1 et son ligand ICAM-1 inhibe la lyse de cibles tumorales induite par 
l’engagement de CD226 (K. Shibuya et al., 1999; Tahara-Hanaoka et al., 2004). Il a été suggéré 
plus récemment que l’adhésion entre LFA-1 et ICAM-1 est nécessaire au recrutement et à la 
polarisation de CD226 à la synapse immunologique, qui est d’autant plus renforcée à la suite de 
l’interaction entre CD226 avec ses ligands (Enqvist et al., 2015). L’ensemble de ces études 
suggèrent que suite aux interactions initiales entre LFA-1 et ICAM-1, CD226 interagit avec LFA-1 
pour favoriser la formation d’une synapse immunologique mature nécessaire à la transduction 
de signaux activateurs impliqués dans les fonctions cytotoxiques des cellules NK.   
 
b) Rôle de CD226 dans « l’éducation » des cellules NK  
« L’éducation » des cellules NK est un processus biologique de différentiation fonctionnelle 
nécessaire à leurs capacités de reconnaissance des molécules du CMH-I exprimées par toutes 
les cellules de l’organisme. La reconnaissance du CMH-I par les récepteurs inhibiteurs des 
cellules NK inhibe leurs fonctions cytotoxiques vis-à-vis des cellules du soi, et permet ainsi de 
maintenir efficacement la tolérance immunitaire (Vitale et al., 2002). Les cellules NK 
« éduquées » sont ainsi capables de lyser spécifiquement les cellules présentant un défaut 
d’expression du CMH-I, telles que les cellules infectées et les cellules tumorales. Afin de 
caractériser davantage les cellules NK  « éduquées » chez l’Homme, des analyses phénotypiques 
et fonctionnelles ont été réalisées sur des cellules NK du sang circulant de donneurs sains 




Les cellules NK présentant des défauts de sécrétion d’IFN-γ et de dégranulation de molécules 
lytiques vis-à-vis d’une cible n’exprimant pas le CMH-I (lignée cellulaire érythroleucémique 
K562a) n’expriment quasiment pas les récepteurs inhibiteurs KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like 
receptors) (Ly49 A/C/G/I chez la souris) et CD94/NKG2A. De façon importante, ces cellules NK 
expriment également moins CD226 que les cellules NK KIR+ NK2GA+. Des travaux ont par ailleurs 
confirmé que le niveau d’expression de CD226 est positivement corrélé au nombre de 
récepteurs inhibiteurs KIR et NKG2A exprimés à la surface des cellules NK circulantes (Enqvist et 
al., 2015). Chez la souris, CD226 est exprimé progressivement par les cellules NK au cours de 
leur différentiation dans la moelle osseuse puis diminue dans les stades plus tardifs lors de leur 
migration dans le sang et les organes lymphoïdes secondaires (Martinet et al., 2015; Wagner et 
al., 2017). Ainsi, CD226 identifie deux populations de cellules NK différentes : les NK CD226bright 
(CD226+) se différencient irréversiblement en cellules NK CD226dull (CD226-), et ce 
indépendamment du stade de maturation (Martinet et al., 2015). L’absence d’un quelconque 
défaut de développement des cellules NK issues de souris CD226-/- ainsi qu’un profil très 
similaire de l’expression des marqueurs de maturation des cellules NK (CD27 et CD11b) chez des 
souris sauvages suggèrent que CD226 n’est pas nécessairement requis pour la maturation des 
cellules NK (Gilfillan et al., 2008; S. Seth et al., 2009). De façon similaire à ce qu’il a été 
démontré chez l’Homme, la fréquence des cellules NK CD226+ est proportionnelle au nombre de 
récepteurs inhibiteurs Ly49r et les cellules NK CD226- expriment moins le récepteur inhibiteur 
NKG2A (S. Seth et al., 2009). L’analyse des caractéristiques fonctionnelles a révélé que les 
cellules NK CD226- activées sécrètent significativement moins d’IFN-γ (S. Seth et al., 2009) mais 
sont cependant capables de reconnaître et lyser spécifiquement des cellules cibles n’exprimant 
pas le CMH-I (Wagner et al., 2017). Ainsi, l’expression de CD226 semble être positivement 
corrélée au « degré d’éducation » des cellules NK mais n’est pas nécessairement requise pour 




c) CD226 identifie deux populations de cellules NK aux fonctions 
différentes  
Chez la souris, une analyse plus approfondie des propriétés fonctionnelles des NK CD226- et 
CD226+ in vitro a permis de mettre en évidence que les NK CD226+ activées sécrètent 
significativement plus de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, GM-CSF, IL-6 et CCL5) et 
prolifèrent davantage que les NK CD226- (Martinet et al., 2015). Les capacités lytiques des 
cellules NK CD226- et CD226+ étant relativement identiques vis-à-vis d’une cible tumorale 
dépendante du récepteur NKG2D  (lignées de lymphomes YAC-1 et  RMA), il a donc été suggéré 
que CD226 n’est pas impliqué dans l’activation des fonctions cytotoxiques des cellules NK 
(Martinet et al., 2015). Cependant, si les cellules cibles n’expriment pas le ligand NKG2D mais au 
contraire expriment CD155 (telles que les lignées cellulaires de mélanome B16F10), les cellules 
NK CD226- ont des capacités lytiques significativement plus faibles que les NK CD226+ (J. S. Kim 
et al., 2017; Lakshmikanth et al., 2009). La diminution des capacités lytiques des NK CD226- vis-
à-vis des cellules de mélanome semble résulter de leur faible capacité à stabiliser de façon 
pérenne les contacts intercellulaires (J. S. Kim et al., 2017). Conformément aux résultats décrits 
plus haut dans ce manuscrit, CD226 est donc un récepteur activateur des fonctions cytotoxiques 
des cellules NK qui n’est cependant pas nécessairement requis pour lyser toutes les cellules 
tumorales.  
Afin d’identifier quelles pouvaient être les conséquences de l’hypofonctionnalité des NK CD226- 
dans un contexte antitumoral in vivo, les cellules NK CD226- et CD226+ issus de souris naïves ont 
été transférées dans des souris porteuses de mélanome (modèle B16F10) ou de lymphome 
(RMA-S). Contrairement aux cellules NK CD226- , les cellules NK CD226+ possèdent des fonctions 
antitumorales bien plus importantes puisqu’elles conduisent à la régression presque totale de 
métastases. Les fonctions effectrices des cellules NK CD226+ étant indépendantes de 
l’engagement de CD226, il a été suggéré que les deux types cellulaires ont des programmes 
génétiques distincts. En effet, l’analyse du profil transcriptomique des cellules NK CD226+ et 
CD226- a révélé que les cellules NK CD226+ sont caractérisées par l’expression de gènes 
spécifiques de la voie de signalisation de l’IL-15 associés au métabolisme, au cycle cellulaire et à 




La disparité des profils génétiques entre les cellules NK CD226- et CD226+ semble être confirmée 
par des travaux ayant quantifié le taux d’ARNm codant CD226 qui indiquent que la différence 
d’expression de CD226 ne résulte pas d’une internalisation du récepteur mais résulte plutôt 
d’un programme génétique distinct (S. Seth et al., 2009). Ainsi, CD226 semble être un marqueur 
de différentiation des cellules NK « éduquées » qui identifie à la fois chez l’Homme et chez la 
souris des cellules NK aux fonctions effectrices plus importantes.  
Chez l’Homme, la majorité des cellules NK du sang circulant expriment faiblement le marqueur 
membranaire CD56 (CD56dim) et sont caractérisées par des propriétés cytotoxiques accrues au 
vu de leur forte expression du récepteur activateur CD16 et des granzymes B (Cooper, Fehniger, 
& Caligiuri, 2001). Cependant, les cellules NK CD56dim ont des capacités prolifératives plus 
faibles et sécrètent moins de cytokines effectrices (IFN-γ, TNF-α et GM-CSF) que les NK 
CD56bright exprimant de forts niveaux de CD56. De façon identique aux populations NK CD226- et 
CD226+ chez la souris, CD226 identifie également des populations de cellules NK aux 
programmes transcriptionnels distincts et aux fonctions effectrices différentes chez l’Homme  : 
les NK CD56 bright CD226+, les  NK CD56dim CD226+ et les NK CD56dim CD226- (Stannard, 
Waterhouse, Vari, Chatenoud, & Gandhi, 2019). Ces études suggèrent que l’expression de 
CD226 est associée à programme génétique fonctionnel et que la perte progressive de CD226 
identifie des cellules NK hyporépondeuses en différentiation terminale. Les tests fonctionnels 
réalisés in vitro sur des cellules de NK circulants de donneurs sains ont indiqué que les NK CD56 
bright CD226+ « immatures » expriment de nombreux récepteurs aux cytokines qui leur 
permettent de proliférer suite à leur stimulation en présence d’IL-2. Ils se différencient en 
cellules NK CD56dim CD226+ aux fonctions effectrices et cytotoxiques accrues, capables de se 
différencier à leur tour en cellules « terminales » NK CD56dim CD226-. Les NK CD56dim CD226- ont 
une mobilité réduite, prolifèrent peu et sécrètent de faibles quantités de cytokines pro-
inflammatoires telles que l’IFN-γ et le GM-CSF. L’augmentation de la fréquence de NK CD56dim 
CD226- aux propriétés cytotoxiques altérées dans le sang de patients atteints de lymphome 
suggère que ces cellules NK peuvent éventuellement limiter l’efficacité des immunothérapies 
antitumorales et ainsi représenter des cellules dont la fréquence pourrait prédire les réponses 




d) Rôle de CD226 dans la régulation des fonctions des cellules 
dendritiques  
Les cellules NK jouent un rôle majeur dans la mise en place de la réponse immunitaire 
adaptative puisqu’ils sont capables de réguler les fonctions des cellules dendritiques (CD) et 
promouvoir le développement de LT CD4+ pro-inflammatoires (LT CD4+ TH1) et l’activation des LT 
CD8+ cytotoxiques. Chez l’Homme et chez la souris, de nombreuses études ont révélé la 
complexité des interactions bidirectionnelles entre les cellules NK et les cellules dendritiques 
(DC). Elles favorisent d’une part leurs activations réciproques mais peuvent également conduire 
à l’apoptose des cellules dendritiques matures ou immatures (Ferlazzo et al., 2002; Pende et al., 
2006; Piccioli, Sbrana, Melandri, & Valiante, 2002; Vitale et al., 2005; Walzer, Dalod, Robbins, 
Zitvogel, & Vivier, 2005). En effet, des études réalisées in vitro sur des cellules humaines ont 
indiqué que les interactions entre les DC matures et les cellules NK activent la sécrétion d’IL-12 
par les DC, et que l’IL-12 stimule la production l’IFN-γ par les cellules NK (Borg et al., 2004). Bien 
qu’il ait été indiqué que ces deux cytokines ne soit pas nécessaires aux propriétés antitumorales 
des cellules NK in vivo (Fernandez et al., 1999), elles jouent un rôle important dans la 
différentiation des LT CD4+ naïfs en LT CD4+ TH1 pro-inflammatoires ainsi que dans l’acquisition 
des propriétés effectrices des LT CD8+ (Mailliard et al., 2003; Martín-Fontecha et al., 2004).  
Ainsi, les DC contribuent indirectement à la mise en place d’une réponse immunitaire 
adaptative via l’activation des cellules NK. Cependant, les cellules NK activées par les DC 
peuvent à leur tour réguler les fonctions des DC. Tandis que l’engagement du récepteur 
activateur Nkp30 augmente la sécrétion d’IFN-γ et de TNF-α pour favoriser la maturation des DC 
(Vitale et al., 2005), il induit également l’apoptose des DC immatures ou matures (Ferlazzo et al., 
2002) en coopération avec CD226 qui interagit avec CD112 et CD155 exprimés à leur surface 
(Kamran et al., 2013; Pende et al., 2006; S. Seth et al., 2009). Ces études indiquent donc que 
CD226, ainsi que d’autres récepteurs activateurs des cellules NK, régulent « l’editing » des 





4. Rôle de CD226 dans les fonctions des lymphocytes T  
Au vu de l’association physique et fonctionnelle entre CD226 et LFA-1 dans les lymphocytes T 
activés par le TCR (K. Shibuya et al., 1999), il a été suggéré que CD226 est impliqué dans les 
processus d’adhésion au cours de l’activation lymphocytaire. Des expériences réalisées sur des 
cellules T (Jurkat) ont en effet indiqué que la protéine 4.1G constitutivement associée au 
domaine cytoplasmique de CD226 change de conformation pour interagir avec la protéine DLG1 
(Discs Large Homolog 1) et le cytosquelette d’actine. DLG1 est une protéine appartenant à la 
famille des protéines MAGUK, qui constituent des protéines importantes impliquées dans la 
clusterisation des récepteurs de signalisation au sein des cellules T activées (Hara et al., 2003). 
Par ailleurs, l’activation du TCR conduit à la polarisation des rafts lipidiques contenant le 
complexe protéique LFA-1/CD226 au niveau de la surface de contact entre le lymphocyte T et la 
cellule cible présentatrice d’antigène (Shirakawa et al., 2004). Au vu des études qui ont 
démontré sur des souris LFA-1-/- que LFA-1 est nécessairement requis pour le recrutement de 
CD226 au niveau des rafts lipidiques  (Shirakawa et al., 2006), il semblerait donc que LFA-1 soit 
impliqué dans la réorganisation spatiale du complexe ternaire CD226/4.1G/DLG1 (Figure 33) 
(Monks, Freiberg, Kupfer, Sciaky, & Kupfer, 1998; Ralston et al., 2004; K. Shibuya et al., 2003; 
Shirakawa et al., 2004). CD226 semble donc jouer un rôle important dans l’organisation 
structurale et fonctionnelle de la synapse immunologique afin d’optimiser la transduction des 






 Rôle de CD226 dans les fonctions effectrices des LT CD8+  a)
L’expression de CD226 à la surface des LT CD8+ a été initialement identifiée comme jouant un 
rôle majeur dans la  différentiation des LT CD8+ effecteurs  (Burns, Triglia, Werkmeister, Begley, 
& Boyd, 1985), puis caractérisé quelques années plus tard comme une molécule d’adhésion 
impliquée dans les fonctions cytotoxiques des LT CD8+ (A. Shibuya et al., 1996). Des évidences 
expérimentales ont en effet indiqué que le blocage de l’interaction entre CD226 et ses ligands 
exprimés par les cellules cibles diminue sensiblement la lyse de lignées tumorales exprimant le 
CMH-I ainsi que la sécrétion de TNF-α et de GM-CSF par les LT CD8+ activés  (A. Shibuya et al., 
1996).  
  
Figure 33 : Modèle des interactions dynamiques entre CD226, LFA-1 et le cytosquelette d’actine suite à l’activation des lymphocytes T  
From Ralston, Kylie J. et al, The LFA-1-associated molecule PTA-1 (CD226) on T cells forms a dynamic molecular complex with protein 4.1G and human 
discs large, The Journal of Biological Chemistry 2004 
Au niveau des rafts lipidiques des lymphocytes T non activés, il est suggéré que CD226 interagit constitutivement avec le domaine C-terminal de la 
protéine de liaison au cytosquelette d’actine 4.1G. Aussi, CD226 contient dans sa partie cytoplasmique C-terminale une séquence consensus KTRV qui 
lui permet de lier le domaine PDZ de la protéine hDlg1 ( human Disc Large 1). Suite à l’activation des lymphocytes T JURKAT, CD226 interagit avec le 
domaine N-terminal de 4.1G. Les mécanismes à l’origine de cette association ne sont pas encore définis mais il est supposé que (i) l’interaction de 
CD226 avec hDlg favorise l’association de CD226 à 4.1G ou que (iii) le changement conformationnel de protéines interagissant avec CD226 « libère » 
CD226 qui s’associe ultérieurement à la partie N-T de 4.1.G. Ainsi, ces associations dynamiques seraient à l’origine de la formation d’un complexe 
protéique d’adhésion, essentiel à la clusterisation et aux fonctions des LFA-1. 
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Afin de caractériser davantage le rôle de CD226 dans la génération des LT CD8+ effecteurs in 
vivo, des études réalisées sur des souris CD226 -/- ont mis en évidence que contrairement au 
récepteur costimulateur CD28, CD226 n’est pas nécessaire au développement des LT CD8+ 
(Gilfillan et al., 2008; Iguchi-Manaka et al., 2008) mais qu’il stimule leurs fonctions cytotoxiques 
en interagissant avec ses ligands CD112 et CD155 exprimés par les cellules cibles (Iguchi-Manaka 
et al., 2008). Gilfillan et al ont également comparé l’activation des LT CD8+ spécifiques de 
l’ovalbumine (LT CD8+ OT-1) issus de souris WT et CD226-/- en réponse à une stimulation par des 
cellules dendritiques matures ou des cellules tumorales exprimant CD155 « pulsées » avec 
l’ovalbumine. Ces travaux ont indiqué que l’absence de CD226 n’affecte pas l’expansion clonale 
des LT CD8+ spécifique de l’antigène au cours du « priming » mais qu’elle diminue sensiblement 
leur cytotoxicité vis-à-vis de cibles tumorales, in vitro et in vivo (Gilfillan et al., 2008). Une étude 
a effectivement affirmé que le récepteur CD226 optimise la prolifération des LT CD8+ naïfs 
activés par le TCR et leur sécrétion de TNF-α et d’IFN-γ, et qu’il est nécessaire à la lyse de 
cellules tumorales (Ramsbottom et al., 2014). Au vu des travaux ayant suggéré que CD226 joue 
un rôle important dans la formation d’une synapse immunologique mature, Ramsbottom et al 
ont donc analysé par microscopie à fluorescence  la capacité de LT CD8+ issus de souris CD226-/-
 à interagir avec leurs cibles tumorales. Les évidences expérimentales ont indiqué que la 
diminution des capacités lytiques des LT CD8+ n’exprimant pas CD226 résulte de l’altération de 
la polarisation des rafts lipidiques et du recrutement de LFA-1 au niveau de l’interface de 
contact avec les cellules cibles (Ramsbottom et al., 2014). Ainsi, ces études semblent confirmer 
le rôle majeur de CD226 dans le réarrangement spatial des acteurs moléculaires impliqués dans 
la sécrétion des granules lytiques au niveau de la synapse immunologique des LT CD8+. 
 Rôle de CD226 dans les fonctions effectrices des LT CD4+  b)
Les lymphocytes T CD4+ sont des lymphocytes de l’immunité adaptative qui jouent également 
un rôle clé dans la réponse immunitaire antitumorale. Dans les organes lymphoïdes secondaires, 
les LT CD4+ naïfs reconnaissent par l’intermédiaire de leur TCR le complexe CMH-II : peptide 
exprimé par les cellules dendritiques matures. De façon similaire aux LT CD8+, leur 
différentiation effectrice est régulée par des récepteurs coactivateurs et coinhibiteurs, ainsi que 







Au cours de leur expansion clonale, les CD4+ activés se polarisent principalement en LT CD4+ 
effecteurs TH1, en LT CD4+ TH2 et en LT CD4+ TH17. Au vu de leur capacité à sécréter de l’IFN-γ, de 
l’IL-2 et les chimiokines MIP-1α (CCL3) et MIP-1β (CCL4) impliquées dans la migration des 
cellules T au site de l’inflammation, les LT CD4+ effecteurs TH1 sont généralement considérés 
comme étant des lymphocytes T anti-tumoraux. Les LT CD4+ effecteurs TH2  sécrètent de l’IL-4, 
de l’IL-5 et de l’IL-13 et jouent un rôle majeur dans la coordination de la mise en place de 
l’immunité humorale et les réponses allergiques inflammatoires (Dobrzanski, 2013). Les LT CD4+ 
effecteurs TH17 sécrètent de l’IL-17, de l’IL-21, de l’IL-22, et de l’IL-26. Ils sont impliqués dans de 
nombreux processus inflammatoires mais leurs rôles dans les réponses antitumorales restent 
actuellement controversés (Wilke, Bishop, Fox, & Zou, 2011). Ainsi, l’identification des 
récepteurs membranaires impliqués dans l’activation, la différentiation et les fonctions des 
différents LT CD4+ est une approche nécessaire à la conception et au développement de 
nouvelles approches immunothérapeutiques.  
 
Chez la souris, il a été initialement été démontré in vitro que la polarisation des LT CD4+ TH1 est 
associée à l’augmentation de l’expression de CD226 à la suite de l’activation du TCR tandis que 
l’expression de CD226 est fortement diminuée à la surface des LT CD4+ TH2 (Dardalhon et al., 
2005). CD226 semble jouer un rôle important dans l’acquisition des propriétés fonctionnelles 
des LT CD4+ TH1 puisque l’injection d’un anticorps bloquant CD226 (anti-CD226) chez des souris 
préalablement immunisées avec un peptide favorisant la différentiation des LT CD4+ TH1 diminue 
la prolifération des LT CD4+ TH1 ainsi que leur sécrétion d’IFN-γ.  De façon intéressante, il a été 
révélé que CD226 est également exprimé à la surface d’un certain type de cellules dendritiques 
exprimant CD8 (CD8α) et que son engagement augmente leur sécrétion d’IL-12 pour favoriser la 
polarisation des LT CD4+ en LT CD4+ TH1 (Tahara-Hanaoka et al., 2006). 
Chez l’Homme, des résultats similaires ont démontré que CD226 est up-régulé à la surface des 
LT CD4+ naïfs activés par le TCR (Lozano, Dominguez-Villar, Kuchroo, & Hafler, 2012) et qu’il est 
impliqué dans la transduction du signal issu de l’engagement de LFA-1 afin de promouvoir leur 




 L’augmentation de l’expression de CD226 à la surface des LT CD4+  activés est associée à 
l’expression des facteurs de transcription Tbet et RORc impliqués respectivement dans la 
différentiation des LTCD4+ TH1 et des LTCD4+ TH17 tandis qu’elle associée  à l’inhibition des 
facteurs de transcription STAT-6 et GATA-3 jouant un rôle majeur dans la polarisation des LT 
CD4+ TH2 (Lozano, Joller, Cao, K. Kuchroo, & Hafler, 2013). Une étude récente a démontré que la 
stimulation de CD226 conduit à l’augmentation de la sécrétion de cytokines effectrices par les 
lymphocytes T CD4+ stimulés par le TCR, notamment via l’activation de la protéine Vav-1 jouant 
un rôle clé dans la sécrétion d’IL-17 (Gaud et al., 2018). Au vu du rôle activateur de CD226 dans 
la prolifération et les fonctions effectrices des LT CD4+ TH1  et des LTCD4+ TH17, il a été révélé que 
le blocage de CD226 inhibe les propriétés pro-inflammatoires des LT CD4+. Ainsi, le blocage de 
CD226 semble constituer une stratégie thérapeutique intéressante dans le traitement des 
maladies auto-immunes.  
5. Rôle de CD226 dans l’immunosurveillance  
a) Rôle dans l’immunosurveillance antitumorale  
(1) Evidences expérimentales sur des modèles murins 
Les cellules cancéreuses sont caractérisées par un métabolisme accru et une activation de 
nombreux oncogènes qui conduisent à la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). 
Celles-ci constituent une source majeure de stress oxydatif qui conduit à la génération de 
coupures des brins d’ADN. Ainsi, la réponse aux dommages de l’ADN ( DDR, DNA damage 
response) implique l’activation de nombreuses protéines, notamment les kinases ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated), ATR (ATM- and Rad3-related) et la DNA-PK (DNA-dependent protein 
kinase) qui inhibent principalement la progression du cycle cellulaire  (Kurz & Lees-Miller, 2004; 
Lord & Ashworth, 2012). L’activation des kinases ATM et ATR conduit à la phosphorylation de 
nombreux substrats tels que les kinases Chk1 et Chk2 ainsi que l’histone H2AX qui induisent 
l’expression de « ligands de stress » tels que CD112 et CD155 (Ardolino et al., 2011; Gao, Zheng, 
Xin, Wang, & Zhao, 2017). Il a notamment été indiqué que la voie oncogénique Ras active la voie 
de signalisation Raf-MEK-ERK-AP1 , à l’origine de l’augmentation de l’expression de CD155 




Ainsi, la surexpression de CD112 et CD155 à la surface de nombreuses tumeurs solides (Mattias 
Carlsten et al., 2007; Castriconi et al., 2004; Masson et al., 2001) et hématopoïétiques (El-
Sherbiny et al., 2007; Pende et al., 2005) ont permis de révéler in vitro l’importance de leur 
interaction avec CD226 dans les fonctions cytotoxiques des LT CD8+ et des cellules NK chez 
l’Homme (Figure 34).  
 
De façon intéressante, des expériences réalisées in vitro sur des cellules tumorales de patients 
atteints de myélome multiple (MM) et in vivo sur le modèle de la maladie Vk*MYC ont indiqué 
que les traitements anti-MM (melphalan, doxorubucine, bortezomibe) induisent un stress 
génotoxique qui conduit à la surexpression de CD112 et CD155 à la surface des cellules 
Figure 34 : Le stress génotoxique des cellules tumorales favorise leur reconnaissance par les cellules NK 
From Chan, C. J et al Molecular mechanisms of natural killer cell activation in response to cellular stress, Cell Death & Differentiation 2014 
La transformation oncogénique d’une cellule tumorale induit l’apparition de nombreuses lésions de l’ADN principalement détectées par les kinases ATM et ATR. 
Celles-ci sont à l’origine de la surexpression de récepteurs à la surface des cellules tumorales qui suite à leurs interactions respectives avec leurs ligands 
exprimés par les cellules NK, conduisent à leur apoptose. Ainsi, le récepteur DR5 interagit avec TRAIL et CD155 interagit avec CD226. Les protéines ATM et ATR 
sont également impliquées dans la phosphorylation de la protéine p53, qui induit notamment l’expression du ligand activateur de NKG2D, NKG2D-L. La protéine 
p53 induit également la sécrétion de nombreuses cytokines et chimiokines.  
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cancéreuses (Soriani et al., 2009). Des souris CD226 KO (CD226-/-) ont par la suite permis 
d’identifier in vivo le rôle de CD226 dans l’immunosurveillance antitumorale.  
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Les expériences initiales ont été réalisées en injectant des lignées tumorales de fibrosarcome 
exprimant CD112 et/ou CD155 ainsi que des agents chimiques carcinogènes (MCA et DMBA) 
dans des souris sauvages (WT) ou CD226-/- (Iguchi-Manaka et al., 2008). Ces travaux ont révélé 
que CD226 permet d’éradiquer efficacement les cellules tumorales chez plus de 50% des souris 
et qu’il joue un rôle majeur dans le contrôle de la progression de tumeurs primaires et dans 
l’amélioration de la survie de souris malades. De nombreux modèles de cancers solides 
(mélanome B16F10, cancer du côlon MC38 ) (Christopher J. Chan et al., 2014; Gilfillan et al., 
2008; Lakshmikanth et al., 2009) et hématopoïétiques (lymphome RMA et myélome multiple 
Vk*MYC) (Guillerey et al., 2015; Tahara-Hanaoka et al., 2006) ont permis de conforter le rôle 
majeur de CD226 dans le contrôle de la croissance tumorale et la diminution du nombre de 
métastases. Ces modèles ont mis évidence que l’absence de CD226 (CD226-/-) ou le blocage de 
CD226 (Lakshmikanth et al., 2009) diminue significativement les fonctions lytiques et effectrices 
des LT CD8+ et des cellules NK (sécrétion d’IFN-γ et de perforine) contribuant ainsi à 
l’augmentation de la charge tumorale et la diminution de la survie des souris. Suite à 
l’observation d’une surexpression de CD155 à la surface des cellules tumorales induite par les 
chimiothérapies (Soriani et al., 2009), il semblerait donc que ces traitements augmentent 
sensiblement leur immunogénicité et favorise leur élimination par les lymphocytes T CD8+ et les 
cellules NK exprimant CD226 (Guillerey et al., 2015). Ainsi, le modèle murin du myélome 
multiple Vk*MYC a en effet indiqué que les souris CD226-/- répondent moins bien aux thérapies 
utilisées couramment pour traiter le myélome multiple (bortezomibe et cyclophosphamide). 
CD226 joue donc un rôle majeur dans l’immunosurveillance antitumorale en augmentant la 
cytotoxicité des LT CD8+ et des cellules NK vis-à-vis de cibles tumorales surexprimant ses ligands.  
De façon importante, CD226 s’avère être un récepteur majeur impliqué dans la réponse aux 
immunothérapies antitumorales. Un modèle murin du cancer du côlon (MC38) a en effet révélé 
que le blocage de PD-1 (anti-PD-1) augmente l’expression de CD226 à la surface des LT CD8+ 
intratumoraux et des LT CD8+ spléniques spécifiques de la tumeur, d’autant plus importante à la 
suite de la stimulation du récepteur coactivateur GITR (B. Wang et al., 2018).  L’augmentation 
significative de l’expression de CD226 est associée à l’augmentation de la fréquence des LT CD8+ 
au site tumoral, ainsi qu’à la diminution de la taille des tumeurs et une prolongation de la survie 
de la majorité des souris traitées avec les anti-PD-1/anti-GITR. Ces travaux indiquent que de 
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façon similaire à CD28, CD226 est une cible majeure de la voie de signalisation inhibitrice de PD-
1.  
Des tests fonctionnels réalisés in vitro ont en effet indiqué que contrairement aux LT CD8+  des 
souris non traitées, le domaine cytoplasmique de CD226 est phosphorylé. Ainsi, PD-1 régule 
négativement les fonctions effectrices des LT CD8+ via la déphosphorylation du domaine 
cytoplasmique de CD226 par la phosphatase SHP2. 
(2) Rôle pronostic de l’expression de CD155 dans les tumeurs 
CD155 ayant été initialement décrite comme une molécule jouant un rôle majeur dans 
l’augmentation de la migration cellulaire (Sloan et al., 2004), de nombreuses études ont suggéré 
que sa surexpression par les tumeurs est favorable à la tumorigenèse et constitue un facteur de 
mauvais pronostic. En effet, des études réalisées sur des patients atteints de cancer de la 
prostate et de cholangiocarcinome ont révélé que la surexpression de CD155 par les cellules 
cancéreuses est inversement corrélée à la fréquence de lymphocytes infiltrant les tumeurs et 
favorise la croissance tumorale en augmentant la vascularisation de la tumeur et la migration 
des cellules tumorales  (M. Huang, 2017; Nishiwada et al., 2015). Des expériences de transfert 
adoptif ont initialement démontré que l’expression de CD226 à la surface de LT injectés chez 
des souris CD155-/- est rapidement up-régulée, et qu’inversement elle est diminuée à la surface 
des LT injectés chez des souris sauvages (WT) (Sebastian Seth et al., 2011). Ces travaux ont mis 
en évidence in vivo que l’expression de CD226 à la surface des LT est réduite à la suite de son 
interaction avec CD155 exprimé par les cellules dendritiques. De façon intéressante, une étude 
récente a démontré via l’utilisation des modèles transplantables de tumeurs métastatiques 
(mélanomes B16F10 et SM1WT1, et carcinome MC38) que l’expression de CD155 par les cellules 
tumorales transplantées et par les cellules des souris hôtes induit une diminution de 
l’expression de CD226 (X. Li et al., 2018). Il est donc suggéré dans ces travaux que suite à 
l’interaction entre CD226 et CD155, la diminution de l’expression de CD226 altère les capacités 
cytotoxiques des LT CD8+ et des cellules NK à contrôler la croissance tumorale et le nombre de 
métastases, respectivement.  
Chez l’Homme, des tests fonctionnels in vitro réalisés sur des cellules de patients atteints de 
carcinome ovarien ont également indiqué que l’expression de CD226 à la surface des cellules NK 
est diminuée à la suite de son interaction avec CD155 exprimé par les cellules tumorales. Il a 
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donc été suggéré dans cette étude que la diminution de l’expression de CD226 est à l’origine 
d’une diminution des fonctions antitumorales des cellules NK (M. Carlsten et al., 2009).  
Des analyses cliniques et immunophénotypiques réalisées sur des cellules de patients atteints 
du pancréas ont conduit à supposer que la forte expression de CD155 par les cellules tumorales 
joue un rôle majeur dans la diminution de la fréquence des cellules NK et des lymphocytes 
infiltrant la tumeur (Nishiwada et al., 2015; Peng, Xi, Zhu, Yin, & Wei, 2016).  Bien que 
l’expression de CD155 par les cellules tumorales dans le cancer du pancréas soit corrélée à une 
diminution de la survie globale des patients, elle est associée à l’augmentation de la fréquence 
des cellules NK infiltrant les tumeurs et à l’amélioration de la survie globale de patientes 
atteintes d’un cancer du sein (Triki et al., 2019). Ainsi, le rôle pronostic de CD155 exprimé par 
les tumeurs dans la survie des patients est toujours difficile à évaluer et semble dépendre du 
type de cancer.  
b) Rôle de CD226 dans l’auto-immunité 
Au vu du rôle de CD226 dans l’acquisition des propriétés effectrices des LT CD4+ TH1, son 
éventuelle implication dans le développement de maladies auto-immunes a été investiguée. 
Des expériences de transfert adoptif de LT CD4+ TH1 dans des souris déficientes en lymphocytes T 
et B (RAG2-/-) ont initialement démontré qu’un traitement relativement long avec un anticorps 
bloquant CD226 retarde le développement de sclérose en plaque et diminue sa sévérité 
(Dardalhon et al., 2005). Conformément aux études statistiques ayant indiqué une corrélation 
importante entre le développement du diabète de type I et le polymorphisme G307S du 
domaine intracytoplasmique de CD226, il a également été prouvé que ce polymorphisme est un 
marqueur de prédisposition au développement de l’arthrite rhumatoïde et de maladies auto-
immunes de la thyroïde (Hafler et al., 2009; Qian et al., 2010; Qiu, Zhang, Qiu, Zhou, & Li, 2013). 
La capacité d’un anticorps monoclonal antagoniste anti-CD226 à inhiber la prolifération de LT 
CD4+ issus de patients atteints de sclérose en plaque et de diabète de type I semble indiquer 
que l’interaction entre CD226 et ses ligands est une cible thérapeutique intéressante dans le 
traitement des maladies auto-immunes (Lozano et al., 2013). Par ailleurs, une étude récente a 
révélé que le polymorphisme G307S de CD226 est associé à l’augmentation de la production 
d’IL-17 par les LT CD4+, confirmant ainsi que CD226 semble contribuer au développement de 
réactions auto-immunes (Gaud et al., 2018). Suite à la découverte de l’existence de variants 
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génétiques de CD226 associés au développement de maladies auto-immunes, il a été révélé que 
l’expression de CD226 est diminuée à la surface des LT CD4+ immunorégulateurs (LTreg) chez des 
donneurs sains porteurs d’haplotype « à risque » (Piédavent-Salomon et al., 2015).  
Bien qu’il ait été démontré in vivo sur des modèles murins (Dardalhon et al., 2005) et in vitro sur 
des cellules de patients (Lozano et al., 2013) que CD226 est associé au développement de 
maladies auto-immunes, il a été révélé que CD226 est nécessaire aux capacités 
immunosuppressives des LT CD4+reg et que son absence chez des souris CD226-/- favorise le 
développement de sclérose en plaque (Piédavent-Salomon et al., 2015). D’ailleurs, le rôle 
majeur de CD226 dans la potentialisation des fonctions des LTreg CD4+ semble être confortée 
par l’efficacité des traitements actuels utilisés en clinique qui augmentent l’expression de CD226 
à la surface des LTreg CD4+ mémoires.  
En conclusion, CD226 joue un rôle majeur dans le développement de nombreuses maladies 
auto-immunes mais son niveau d’expression semble affecter différemment les sous-types de LT 
CD4+. Tandis que l’augmentation de son expression favorise la génération de LT CD4+ TH1 
effecteurs associée au développement de maladies auto-immunes, l’augmentation de son 
expression à la surface des LTreg semble être nécessaire à leurs contrôles. 
6. Les récepteurs négatifs de CD226 
a) TIGIT  
(1) Expression, structure et voie de signalisation  
TIGIT (T-cell Immunoglobulin and ITIM domain, Vstm3) est un récepteur transmembranaire 
appartenant à la superfamille des immunoglobulines principalement exprimé chez l’Homme par 
les LT CD4+ reg,  les lymphocytes T activés par le TCR, les lymphocytes T mémoires ainsi que par 
les cellules NK et NKT (N. Stanietsky et al., 2009; Yu et al., 2009). Chez la souris, TIGIT est 
exprimé par les cellules NK activées et son expression s’effectue de façon transitoire à la surface 
des lymphocytes T stimulés par le TCR (Christopher J. Chan et al., 2014; N. Joller et al., 2011; 
Figure 35 : Alignement des séquences de TIGIT humain et murin 
From N. Stanietsky et al, Mouse TIGIT inhibits NK-cell cytotoxicity upon interaction with PVR, European Journal of Immunology 2013 
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Noa Stanietsky et al., 2013).  
TIGIT est composé d’un court domaine extracellulaire « immunoglobuline » variable (Ig-V) 
relativement identique à celui de CD226, d’un domaine transmembranaire et d’une portion 
intracellulaire composée d’un motif ITT-like (Immunoglobulin tail tyrosine) (ITT) et d’un 
domaine ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) jouant un rôle majeur dans la 
régulation négative des fonctions lymphocytaires (N. Stanietsky et al., 2009). TIGIT interagit avec 
les mêmes ligands que CD226 CD112 et CD155, bien que TIGIT interagisse avec CD155 avec une 
plus forte affinité (constante de dissociation KD = 1-3nM) (Noa Stanietsky et al., 2013). La trans-
homodimération (2X2 cis-dimères) de TIGIT et CD155 favorise l’adhésion intercellulaire et est 
nécessaire à la transduction des signaux résultant de leurs interactions (Stengel et al., 2012). 
L’interaction de TIGIT avec CD155 induit la phosphorylation des tyrosines du motif 
cytoplasmique ITT-like ( Y225 chez l’Homme, Y227 chez la souris) et du motif ITIM ( Y231 chez 
l’Homme, Y233 chez la souris) (Figure 35)  qui sont à l’origine de la transduction de signaux 
inhibiteurs (Liu et al., 2013; Noa Stanietsky et al., 2013).La phosphorylation de la tyrosine Y225 
(ou Y227) par les Src kinases Fyn et Lck ainsi que la présence de l’alanine au sein du motif ITT-
like (YxN) sont nécessaires à l’association directe entre TIGIT et les protéines adaptatrices Grb2 
et la β-arrestine 2 (M. Li et al., 2014; Liu et al., 2013). Ces protéines recrutent la phosphatase 
SHIP-1 (SH2-containing inositol phosphatase-1) qui inhibent la PI3K et la voie des MAPK, 
diminuant ainsi l’accumulation de PIP3 et l’activation des protéines Akt, Btk et la PLC-γ. Par 
ailleurs, la SHIP-1 altère l’auto-ubiquitination de TRAF-6 qui inhibe l’activité du facteur de 




Bien que la voie de signalisation dépendante du motif ITIM n’ait pas été caractérisée pour TIGIT, 
on suppose qu’elle est similaire à celle des autres récepteurs inhibiteurs. La tyrosine 
phosphorylée du motif ITIM lie les domaines SH2 des phosphatases SHP1 et SHP2, qui 
déphosphorylent l’ensemble des tyrosines des récepteurs impliquées dans la transduction des 
signaux activateurs des lymphocytes T (notamment les motifs ITAMs des chaînes CD3ζ du TCR) 
et des cellules NK ( récepteurs activateurs NKG2D et 2B4) (Long, 2008). 
(2)  Fonctions   
Rôle de TIGIT sur les cellules NK  
 
Le rôle de TIGIT dans les fonctions des cellules NK a initialement été investigué sur des cellules 
NK primaires issues du sang circulant de donneur sains où il a été démontré que TIGIT interagit 
avec CD155 pour inhiber leurs fonctions cytolytiques vis-à-vis de lignées tumorales de 
lymphocytes B (721.221) (N. Stanietsky et al., 2009).  
Figure 36 : TIGIT inhibe l’activation du facteur de transcription NFκB en inhibant l’auto-ubiquitination de TRAF-6  
From M. Li et al T-cell Immunoglobulin and ITIM Domain (TIGIT) Receptor/ Poliovirus Receptor (PVR) Ligand Engagement Suppresses Interferon-γ 
Production of Natural Killer Cells viaβ-Arrestin 2-mediated Negative Signaling The journal of biological chemistry, 2014 
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Au vu de la faible capacité du seul engagement de CD226 à stimuler la cytotoxicité des cellules 
NK, cette étude démontre que l’effet inhibiteur de TIGIT prévaut sur les effets coactivateurs de 
CD226 (N. Stanietsky et al., 2009). Des expériences menées sur des cellules NK murines ont 
confirmé que CD155 interagit préférentiellement avec TIGIT pour inhiber leurs fonctions 
cytolytiques et leur sécrétion d’IFN-γ (M. Li et al., 2014; Noa Stanietsky et al., 2013) et que le 
signal inhibiteur nécessite la double phosphorylation des tyrosines Y227 et Y233 des motifs ITT-
like et ITIM, respectivement (Noa Stanietsky et al., 2013). Bien que la diminution de l’expression 
de CD226 à la surface des cellules NK soit à l’origine d’une altération de leurs fonctions 
effectrices dans un contexte tumoral (Mattias Carlsten et al., 2009), elle inhibe davantage leur 
fonctionnalité en favorisant l’interaction entre TIGIT et CD155. Des expériences réalisées sur des 
lignées cellulaires humaines ont démontré que suite à son interaction avec CD155, TIGIT se 
« clusterise » au niveau de rafts lipidiques pour déstabiliser la formation du MTOC (Microtubule 
organization center) et altérer la polarisation des granules lytiques au niveau de la synapse 
immunologique (Liu et al., 2013). 
 
Rôle de TIGIT sur les lymphocytes T  
 
Il a été initialement démontré in vitro sur des lymphocytes T CD4+ circulants d’individus sains 
que TIGIT interagit avec CD155 exprimé par les cellules dendritiques matures afin d’augmenter 
leur production d’IL-10 ( cytokine immunosuppressive) et diminuer leur sécrétion d’IL-12 
nécessaire à l’acquisition de leurs propriétés effectrices  (Yu et al., 2009). L’interaction entre 
TIGIT et CD155 diminue significativement la prolifération des LT CD4+ ainsi que leur production 
d’IFN-γ et d’IL-2, dont les effets bénéfiques ont pu être démontré in vivo dans un modèle 
d’hypersensibilité retardée (maladie caractérisée par le recrutement et l’activation massive de 
LT CD4+ TH1) (Yu et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés par la suite sur des souris KO 
(TIGIT-/-) où il a été indiqué que l’absence de TIGIT induit une hyperprolifération des 
lymphocytes T dans les ganglions lymphatiques et dans la rate des souris (N. Joller et al., 2011). 
Ainsi, TIGIT inhibe les fonctions des lymphocytes T pour maintenir la tolérance immunitaire et 




Chez l’Homme et chez la souris, l’analyse plus exhaustive de l’impact négatif de TIGIT sur les 
propriétés des cellules T a indiqué que TIGIT diminue sensiblement la prolifération et les 
fonctions  effectrices des LT en altérant la transduction des signaux issus de l’engagement du 
TCR, qui conduit notamment à une baisse de l’expression de CD25 et de la sécrétion d’IL-2  (N. 
Joller et al., 2011; Lozano et al., 2012). Cependant, l’engagement de TIGIT augmente 
l’expression des récepteurs aux cytokines homéostatiques et des protéines anti-apoptotiques 
pour maintenir leur survie (N. Joller et al., 2011). De façon importante,  il est actuellement 
suggéré que TIGIT abaisse le seuil d’activation du TCR et inhibe les fonctions effectrices des LT 
en empêchant la dimérisation de CD226 nécessaire à la transduction des signaux coactivateurs 
(Figure 37) (Johnston et al., 2014; Levin et al., 2011; Lozano et al., 2012).  En effet, le blocage de 
CD155 ou de CD226 inhibe l’augmentation de l’expression de Tbet et de l’IFN-γ résultant de 





De façon similaire aux LT CD4+, TIGIT inhibe les fonctions costimulatrices de CD226 pour 
diminuer la prolifération,  la production de cytokines pro-inflammatoires  (IL-2 et TNF-α), et la 
sécrétion de granules cytolytiques par les LT CD8+ activés, aussi bien chez la souris que chez 
l’Homme (Johnston et al., 2014; Kurtulus et al., 2015).  Contrairement aux LT CD4+ et LT CD8+  
qui expriment majoritairement TIGIT à la suite à l’activation du TCR, TIGIT est exprimé de façon 
permanente  par une partie des LT CD4+reg et permet d’identifier à la fois chez l’Homme et chez 
la souris des LT aux propriétés immunosuppressives accrues (Fuhrman et al., 2015; N. Joller et 
al., 2011). L’engagement de TIGIT à la surface des LT CD4+ reg  inhibe spécifiquement les 
réponses pro-inflammatoires TH1 et TH17 (Nicole Joller et al., 2014) et au contraire, augmente les 
réponses TH2 (Kourepini et al., 2016). Ainsi, l’inhibition de TIGIT semble être une stratégie 
Figure 37 :  TIGIT inhibe l’homodimérisation de CD226 en cis afin d’empêcher son interaction avec CD226  
From W C. Dougal et al, TIGIT and CD96: new checkpoint receptor targets for cancer immunotherapy Immunological Review, 2017 
TIGIT peut inhiber les fonctions costimulatrices de CD226 via deux mécanismes non exclusifs (i) Un phénomène de compétition pour 
l’interaction avec leur ligand commun CD155 à la surface des cellules tumorales inhibe l’activité de CD226. (ii) TIGIT inhibe la cis-dimérisation de 
CD226 qui est supposé jouer un rôle important dans ses fonctions stimulatrices. En effet, il est encore peu défini si la cis-dimérisation de CD226 
est nécessaire à la transduction du signal activateur.  
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thérapeutique prometteuse, à la fois dans le cancer afin de potentialiser les fonctions 
antitumorales des cellules NK et des LT CD8+, ainsi que dans le traitement des allergies via 
l’inhibition des voies TH2. 
(3) Rôle de TIGIT dans le cancer  
La coexpression de TIGIT et d’autres récepteurs inhibiteurs (notamment PD-1 et Tim-3) à la 
surface de LT CD8+ infiltrant les tumeurs chez des patients atteints de cancers solides (cancer du 
poumon non à petites cellules, cancer colorectal et mélanome) et chez des souris porteuses de 
tumeurs ( mélanome et cancer du sein) semble indiquer que TIGIT identifie une population de 
LT CD8+ aux propriétés effectrices défectueuses (Chauvin et al., 2015; Johnston et al., 2014; 
Kurtulus et al., 2015). Des modèles expérimentaux de cancer colorectal (CT26) et du cancer du 
sein (EMT6) ont mis en évidence que le blocage de TIGIT, combiné avec celui de PD-1 ou PD-L1, 
conduit à une augmentation significative de la fréquence des LT CD8+ sécrétant de l’IFN-γ et du 
TNF-α, aussi bien dans les tumeurs que dans les ganglions lymphatiques drainants (Johnston et 
al., 2014). Ainsi, la combinaison des traitements immunothérapeutiques bloquant TIGIT et PD-1/ 
PD-L1 permet de diminuer significativement la taille des tumeurs établies et conduit à une 
réponse clinique totale chez la majorité des souris traitées (Johnston et al., 2014). Il a par 
ailleurs été démontré in vitro sur des LT CD8+ du sang de patients atteints de mélanome 
métastatique que la combinaison des traitements augmente significativement la fréquence des 




De façon importante, les fonctions de TIGIT et PD-1 dépendent de la présence de CD226 
puisque le blocage de CD226 abroge la capacité du traitement anti TIGIT/PD-1 à restaurer les 
propriétés antitumorales des LT CD8+ in vivo. Par ailleurs, les effets anti-tumoraux du blocage de 
PD-1 et de la stimulation du récepteur coactivateur GITR sont associés à l’augmentation de 
l’expression de CD226 et à la diminution de celle de TIGIT à la surface des LT CD8+ au sein des 
tumeurs de souris malades ( modèle MC38) (B. Wang et al., 2018). Ainsi, l’efficacité des 
immunothérapies semble dépendre fortement du ratio CD226/TIGIT exprimés par les LT CD8+ 
spécifiques de la tumeur. TIGIT est également un récepteur inhibiteur qui identifie des LT CD8+ 
au profil « épuisé » dans les hémopathies malignes telles que le myélome multiple (MM) ou la 
leucémie aigüe myéloblastique (Guillerey et al., 2018; Kong et al., 2016). Aussi bien chez les 
patients atteints de MM que dans le modèle murin Vk*myc, l’expression de TIGIT est associée à 
une diminution de la prolifération et des fonctions effectrices des LT CD8+ (Guillerey et al., 
2018). Bloquer TIGIT restaure les fonctions antitumorales des LT CD8+ et conduit à une 
diminution de la croissance tumorale et à une augmentation de la survie des souris malades, 
respectivement (Guillerey et al., 2018).  Ainsi, TIGIT est un récepteur inhibiteur majeur des 
fonctions antitumorales des LT CD8+ qui identifie chez de nombreux patients des LT CD8+ 
dysfonctionnels. TIGIT est actuellement considéré comme un « checkpoint inhibiteur » 
constituant une cible thérapeutique très prometteuse des immunothérapies antitumorales 
puisqu’il est fortement supposé que son blocage, en combinaison éventuelle avec les anti-PD-






(1) Structure, profil d’expression et voie de signalisation 
CD96 (Tactile, T cell-activated increased late expression) est une glycoprotéine 
transmembranaire de type I appartenant à la superfamille des immunoglobulines 
Figure 39 : Représentations schématiques des différentes formes de CD96 chez l'Homme et chez la souris 
From Hristo Georgiev et al, Coming of Age: CD96 Emerges as Modulator of Immune Responses, Frontiers in Immunology 2018 
Figure 38 :  TIGIT limite les fonctions antitumorales des LT CD8+ en limitant les interactions entre CD226 et CD155 (PVR) 
From Robert J Johnston, Xin Yu, and Jane L Grogan, The checkpoint inhibitor TIGIT limits antitumor and antiviral CD8+ T cell responses OncoImmunology 2015 
L’expression de TIGIT inhibe le rôle costimulateur de CD226 et inhibe la sécrétion des cytokines inflammatoires IFN-γ et TNF-α. Ainsi, TIGIT est donc un récepteur 




principalement exprimée par les cellules hématopoïétiques, aussi bien chez l’Homme que chez 
la souris. Chez l’Homme, CD96 est exprimé par  les cellules NK ainsi que par lymphocytes T 
CD4+ et CD8+. Chez la souris, CD96 est également exprimé par les lymphocytes T γδ et par les 
cellules NKT (Christopher J. Chan et al., 2014; Fuchs, Cella, Giurisato, Andrey, & Colonna, 2004; 
Noa Stanietsky et al., 2013). CD96 possède trois domaines extracellulaires, dont le premier (Ig-
V) est relativement identique à celui de CD226 et TIGIT. Ce domaine lui permet donc d’interagir 
principalement avec CD155, avec une affinité intermédiaire entre celles des liaisons 
TIGIT/CD155 et CD226/CD155 (Yu et al., 2009). Les caractéristiques structurales entre les formes 
humaine (hCD96) et murine (mCD96) diffèrent au niveau du nombre et de la structure des 
domaines extracellulaires ainsi qu’au niveau du motif cytoplasmique YXXM, ce qui tend à 
suggérer que CD96 possède des fonctions divergentes entre l’Homme et la souris (Figure 39). 
Aussi, il a été indiqué que chez la souris, CD96 interagit avec la nectine-1 (CD111) (S Seth et al., 
2007). 
 
Malgré le peu d’informations concernant les caractéristiques de l’interaction de CD96 avec 
CD155 et les modifications intracellulaires qu’elle peut engendrer, la structure de CD96 très 
similaire à celle de CD226 et de TIGIT laisse supposer que CD96 forme des cis-dimères. Chez 
l’Homme, la présence du motif YXXM dans le domaine cytoplasmique hCD96 indique que CD96 
pourrait interagir avec une sous-unité de la PI3K et la protéine adaptatrice Grb2, importantes 
dans la transduction de signaux activateurs. De façon similaire à CD28 et CD226, l’engagement 
de CD96 semble donc induire une cascade de signalisation conduisant à activer de nombreux 
facteurs protéiques impliqués dans la prolifération et les fonctions effectrices des lymphocytes. 
Cependant, la proximité du domaine YXXM avec le domaine inhibiteur ITIM soulève de 
nombreuses questions quant aux fonctions de CD96 chez l’Homme. Chez la souris, la seule 
présence du motif ITIM semble indiquer que CD96 régule négativement les fonctions effectrices  
des lymphocytes T.  
(2) Rôles de CD96 




Chez l’Homme, CD96 interagit avec CD155 pour costimuler les fonctions effectrices des cellules 
NK qui dépendent également de l’activité d’autres récepteurs activateurs engagés à leur 
surface, notamment les récepteurs 2B4 et NKp30  (Fuchs et al., 2004; N. Stanietsky et al., 2009). 
Chez la souris, CD96 inhibe la production d’IFN-γ à la suite de son interaction avec CD155 
exprimé par les cellules cibles (Christopher J. Chan et al., 2014), mais ne semble pas réguler 
leurs fonctions cytolytiques. Ainsi, plusieurs modèles murins de tumeurs solides (mélanome 
B16F10, cancer de la prostate RM-1 et carcinome pulmonaire 3LL) ont indiqué que CD96 rentre 
en compétition avec CD226 pour interagir avec CD155 exprimé par les cellules tumorales afin de 
diminuer les fonctions effectrices des cellules NK (Blake et al., 2016; Christopher J. Chan et al., 
2014). Bien qu’il ait été indiqué que CD96 peut inhiber la sécrétion d’IFN-γ indépendamment de 
CD226 (Christopher J. Chan et al., 2014), les effets antitumoraux résultant de l’absence (souris 
CD96-/-) (Christopher J. Chan et al., 2014) ou du blocage de CD96 sont réduits chez des souris 
CD226-/- (Roman et al., 2018). Dans les modèles murins de mélanome métastatique ( B16F10) et 
de fibrosarcome induit par le MCA, l’effet protecteur de l’absence de CD96 contre la croissance 
tumorale est abrogé par l’absence de CD226 (Christopher J. Chan et al., 2014).  
Bien que l’interaction entre CD155 et CD96 diminue les fonctions effectrices des cellules NK, la 
reconnaissance entre CD155 et CD226 joue un rôle prédominant dans le contrôle du 
développement de la tumeur (Christopher J. Chan et al., 2014). Au vu du rôle de TIGIT et de PD-
1 dans la régulation négative des fonctions des cellules NK, le modèle préclinique de mélanome 
B16F10 a permis de mettre en évidence que le blocage combiné de TIGIT/CD96 ou TIGIT/PD-1 
limite la formation de tumeurs et leur capacité à métastaser en périphérie, respectivement 
(Blake et al., 2016). Aussi, le traitement anti-CD96 améliore la survie de souris porteuses de 
tumeur mammaire traitées avec un agent chimiothérapeutique (Blake et al., 2016) et empêche 
les rechutes de cancers réfractaires aux immunothérapies actuelles (Brooks et al., 2018). Ces 
travaux suggèrent donc fortement que CD96 représente une cible thérapeutique prometteuse 
dans le traitement du cancer.  
Chez l’Homme, malgré le manque d’informations concernant le rôle de CD96, il semblerait que 
le motif YXXM soit à l’origine du rôle activateur de CD96 dans les fonctions antitumorales des 
cellules NK. Une étude clinique réalisée sur des patients atteints du cancer du pancréas a révélé 
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récemment que la diminution de la fréquence des cellules NK coexprimant CD226 et CD96 est 
positivement corrélée à la progression de la maladie (Peng et al., 2016). 
Rôle sur les fonctions des lymphocytes T  
 
CD96 est exprimé à la surface des cellules T périphériques dont l’expression est rapidement 
augmentée en réponse à la stimulation du TCR (P. L. Wang, O\textquoterightFarrell, Clayberger, 
& Krensky, 1992). Contrairement à CD226 et TIGIT, le rôle de CD96 dans les fonctions effectrices 
des lymphocytes T et notamment au cours de la réponse immunitaire antitumorale, reste 
actuellement peu caractérisé. Dans les infections chroniques chez l’Homme, le rôle de CD96 
dans les fonctions des LT CD8+  a été investigué chez des patients atteints du virus du SIDA (HIV) 
et d’hépatite B (Eriksson et al., 2012; Gong et al., 2009). Les études réalisées sur les patients 
atteints d’hépatite B ont révélé qu’il existe dans le sérum des patients une concentration plus 
élevée d’une forme soluble de CD96 par rapport aux individus sains (Gong et al., 2009), pouvant 




Par la suite, des travaux ont révélé que malgré des fonctions effectrices identiques entre les 
populations LT CD8+ CD96- et LT CD8+ CD96+ (initialement identifiées chez des individus sains), la 
diminution de la fréquence des LT CD8+ CD96+ et du niveau de d’expression de CD96 à leur 
surface est positivement corrélée à l’évolution de la maladie chez des individus infectés par le 
VIH (Eriksson et al., 2012). Ces deux études suggèrent que la diminution de la forme 
membranaire de CD96 est corrélée à l’augmentation de la forme soluble de CD96 dans le sang 
de patients atteints d’infections virales chroniques. Bien qu’il soit supposé que de façon 
identique aux cellules NK, CD96 est un récepteur activateur des fonctions des LT CD8+ chez 
l’Homme, des études complémentaires sont  nécessaires à une meilleure compréhension du 
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Through complementary approaches, involving cancer patients’ samples and relevant mouse tumor 
models, this study reveals that the Eomes-dependent loss of the activating receptor CD226 (DNAM-1) 
represents a critical determinant of tumor infiltrating CD8+ T cell dysfunction potentially affecting 





• The absence of CD226 impedes TCR signaling and effector program of CD8+ T cells.  
• Dysfunctional CD226-negative CD8+ T cells accumulate in tumors. 
• Tumor-induced CD226-loss depends on Eomes transcription factor. 





Although anti-PD-1 and anti-CTLA-4 based immune checkpoint blockade (ICB) has represented a 
turning point in cancer care, clinical responses are observed only in a fraction of cancer patients. 
Most research focuses on the identification of additional inhibitory receptors restraining the anti-
tumor functions of CD8+ T cells. By contrast, herein, we found that loss of the activating receptor 
CD226 (DNAM-1) was a critical mechanism affecting CD8+ T cell responsiveness to TCR stimulation. 
Using cancer patients’ samples and preclinical mouse models, we discovered that dysfunctional 
CD226-negative CD8+ T cells progressively accumulated in the tumor microenvironment through a 
mechanism involving the T-box transcription factor Eomesodermin (EOMES). More importantly, we 
demonstrated that CD226-negative tumor infiltrating lymphocytes had reduced anti-tumor functions 
and failed to respond to ICB. Altogether, our results revealed that CD226 loss is a critical immune 
escape mechanism restraining CD8+ T cell function and potentially affecting the therapeutic efficacy 








CD8+ T lymphocytes play a critical role in limiting tumor progression and represent the most promising 
therapeutic host immune target against cancer (Schumacher and Schreiber, 2015). CD8+ T cell activation 
is mainly triggered by TCR recognition of MHC-I-peptide complexes but additional signals provided 
through a wide array of stimulatory and inhibitory molecules critically influence CD8+ T cell anti-tumor 
functions (Chen and Flies, 2013). In the past decade, an extensive number of studies demonstrated the 
key role played by inhibitory receptors such as PD-1 (CD279) and CTLA-4 (CD152) in driving a state of 
CD8+ T cell hypo-responsiveness called T cell exhaustion, frequently observed in chronic viral infections 
and cancer (Wherry and Kurachi, 2015). Some previous striking clinical results achieved with monoclonal 
antibodies (mAbs) blocking these receptors in metastatic melanoma illustrated the therapeutic promise 
of targeting inhibitory receptors to restore cytotoxic lymphocyte anti-tumor reactivity (Robert et al., 
2011; Topalian et al., 2012). Still, clinical responses are observed only in a fraction of cancer patients 
treated with ICB. While most of the experimental strategies actually focus on the identification of 
additional inhibitory receptors restraining anti-tumor reactivity of CD8+ T cells, the importance of 
activating receptors with regards to anti-tumor CD8+ T cell functions and ICB efficacy remains to be 
better understood.  
 
CD226 (DNAM-1, PTA-1, TLiSA1) is an adhesion molecule initially described for its ability to stimulate NK 
cell- and CD8+ T cell-mediated cytotoxicity (Martinet and Smyth, 2015a; Shibuya et al., 1996). Its ligands, 
the nectin and nectin-like receptors CD112 and CD155, are often expressed on cancer cells as a 
consequence of cellular stress (Chan et al., 2014b) and CD226 deficiency was shown to reduce tumor 
immunosurveillance in a wide number of solid and lymphoid tumor mouse models (Chan et al., 2014a; 
Gilfillan et al., 2008; Guillerey et al., 2015; Iguchi-Manaka et al., 2008; Tahara-Hanaoka et al., 2006). 
TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) and CD96, two inhibitory receptors that 
compete with CD226 for the same ligands, were recently identified as promising immunotherapeutic 
targets to restore immune reactivity against tumors (Blake et al., 2016a; Blake et al., 2016b; Chan et al., 
2014a; Guillerey et al., 2018; Kurtulus et al., 2015) highlighting the importance of the CD226 axis in the 
regulation of anti-tumor immune responses. The CD226 pathway may also represent an important 
determinant of ICB efficacy as evidenced by a recent study demonstrating that the PD-1/PD-L1 pathway 
is a negative regulator of CD226 signaling and that PD-1 and GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis 
factor receptor-related protein) dual blockade fail to promote mouse tumor regression in the absence of 




Despite the critical role of CD226 in the T cell-dependent control of malignancies, the underlying 
mechanisms remain to be further addressed. Indeed, besides the ability of CD226 to regulate target cell 
adhesion and killing, there is now accumulating evidence indicating that this molecule may influence 
additional aspects of T cell biology such as terminal maturation of CD8+ thymocytes (Danisch et al., 2013; 
Qiu et al., 2010), T helper cell differentiation (Gaud et al., 2018; Lozano et al., 2012; Lozano et al., 2013; 
Shibuya et al., 2003) and Treg suppressive functions (Koyama et al., 2013). In addition, although recent 
evidence suggests that CD226 contains an intracellular signaling domain that closely resembles CD28 
(Zhang et al., 2015), the importance of this molecule in TCR activation remains poorly understood to 
date. In this study, we demonstrate using complementary set of experiments involving human samples 
and mouse tumor models that the absence of CD226 identifies a subset of CD8+ T cells with severely 
impaired functions that accumulates in the tumor microenvironment through an Eomes-dependent 
mechanism. More importantly, we found that CD226-negative tumor infiltrating lymphocytes have 
altered TCR signaling, reduced anti-tumor functions and fail to respond to anti-PD-1 immunotherapy.  
Altogether, our results reveal a yet unappreciated mechanism restraining CD8+ T cell functions and ICB 




The absence of CD226 expression identifies hypo-reactive human CD8+ T cells. 
Despite the importance of the CD226 pathway in cancer immunosurveillance and its emerging role in 
autoimmune disorders and infections (Martinet and Smyth, 2015a), little information was available 
regarding the expression of this receptor on human CD8+ T cells. Interestingly, we observed in the 
peripheral blood of healthy donors (HD) the presence of two distinct CD8+ T cell populations based on 
CD226 expression (Figure 1A). CD226- and CD226+ CD8+ T cell populations expressed comparable levels 
of most classical CD8+ T cell markers (Figure S1A) and had similar TCR V beta repertoires (Figure 1B). 
These subsets were also similarly present across the different CD8+ T cell maturation stages including 
naïve (Tn, CD62L+CD45RA+); central memory (Tcm, CD62L+CD45RA-); effector memory (Tem, CD62L-
CD45RA-); terminal effector memory (Temra, CD62L-CD45RA+) (Figure 1C) and their frequency was 
independent of the age and gender of the different donors analyzed (Figure S1B). The contrasting 
expression of CD226 on CD8+ T cells with identical phenotype and maturation questioned about the 
potential functions of these two subsets. To exclude any analytic bias inherent to mixed CD8+ T 
maturation stages, we first separated CD226- and CD226+ CD8+ Tn, Tcm and Tem subsets by flow 
cytometry. Analysis of TCR-induced proliferation using anti-CD2/CD3/CD28 microbeads revealed that 
CD226- CD8+ T cells had strikingly lower proliferation capacities than CD226+ CD8+ T cells regardless of 
the differentiation stage (Figure 1D). Lower CD226- CD8+ T cell proliferation was confirmed in unsorted 
CD8+ T cell cultures stimulated with allogeneic monocyte-derived dendritic cells or CMVpp65 peptide 
pools (Figure 1E). CD226- CD8+ Tems also produced a considerably lower amount of IL-2, IFN-γ, TNF-α, 
GM-CSF, CCL5, MIP-1α and MIP-1β than CD8+ CD226+ Tems upon TCR stimulation (Figure 1F and Figure 
S1C). Similar results were obtained when we assessed the intracellular production of IFN-γ, TNF-α,  and 
CD107a degranulation marker by CD226- and CD226+ CD8+ T cells after 6 hrs of stimulation in the 
presence of FcγR+ P815 cell line coated with increasing concentrations of anti-CD3 mAbs (Figure 1G and 
Figure S1D). By contrast, CD226- and CD226+ CD8+ T cells had comparable cytokine production upon 
stimulation with PMA/ionomycin (Figure S1E-F) suggesting that both CD226- and CD226+ CD8+ T cells 
have similar intrinsic functional capacities. Altogether, these results demonstrate that CD8+ CD226- T 
cells display functional signs of hypo-responsiveness including defective proliferation, cytokine secretion 
and degranulation in response to TCR stimulation.  
These data suggested that CD8+ T cells lacking CD226 may have an altered TCR signaling. To confirm this 
hypothesis, we first monitored the influx of intracellular Ca2+ in CD226- and CD226+ CD8+ T cells, a key 
event in TCR signaling cascade. We observed that Ca2+ influx triggered by anti-CD3 stimulation was 






In concert, we found that proteins implicated in proximal TCR signaling such as SLP76, ZAP70 and LAT 
were less phosphorylated in purified CD226- CD8+ Tems as compared to CD226+ cells upon CD3 
stimulation (Figure 1I-J and Figure S1G). Lower phosphorylation of key TCR downstream signaling 
proteins, such as mitogen-activated protein kinases ERK1/2 and the PI3K target Akt, was also observed 
after anti-CD3 stimulation in sorted CD226- CD8+ Tems as compared to CD226+ CD8+ Tems (Figure 1K). 
Altogether, these results establish that the absence of CD226 in healthy individuals identifies a subset of 
CD8+ T cells with reduced TCR signaling. 
 
The absence of CD226 alters the TCR-induced CD8+ T cell transcriptional program. 
To better understand the molecular differences between CD226- and CD226+ CD8+ T cells, we performed 
a global transcriptional analysis of purified CD226+ and CD226- CD8+ Tems before and after TCR activation 
using next generation RNA sequencing. To our surprise, resting CD226- and CD226+ CD8+ Tems displayed 
relatively similar gene expression profiles with only 76 genes differentially expressed (fold change >2; 
Adjp <0.01) (Figure 2A-D). Of note, CD226 was the most differentially expressed gene between CD226-
 and CD226+ CD8+ T cells (fold change = 55 Adjp = 4.5x10-50) (Figure 2C). Similar results were obtained 
comparing transcriptomic profiles of resting Tn, Tcm and Temra CD226- and CD226+ CD8+ T cell subsets 
(Figure S2A-B) thus indicating that CD226 absence on CD8+ T cells was not only due to ligand-induced 
protein internalization as shown by Braun et al. (Braun et al.), but rather resulted from transcriptional 
regulation of this gene. Although functional analysis suggested that CD226- CD8+ T cells were hypo-
responsive to TCR stimulation, our global transcriptional analysis revealed that both CD226- and CD226+ 
CD8+ Tems displayed signs of activation upon anti-CD2/CD3/CD28 stimulation with respectively 5850 and 
6577 genes differentially expressed between the resting and activation states (fold change > 2 ; Adjp 
<0.01) (Figure 2A-B). Still, non-hierarchical clustering and principal component analysis (PCA) also 
revealed critical differences between anti-CD2/CD3/CD28 activated CD226+ and CD226- CD8+ Tems with 
1209 up-regulated and 880 down-regulated genes (fold change > 2 ; Adjp <0.01) between both subsets 
(Figure 2 A-D). In line with our previous findings (Figure 1), GSEA and Go term analysis confirmed that 
activated CD226+ CD8+ Tem specific genes were enriched in gene signatures related to cell cycle, protein 
synthesis, TCR activation, TH1 differentiation and IL-2/IL-15 signaling (Figure 2E-F and Figure S2C). 
Conversely, activated CD226- CD8+ Tem specific genes were enriched in gene signatures related to 
resting T cells, regulatory T cells and TGF-β signaling (Figure 2E-F and Figure S2C) thus validating at the 





Mechanisms underlying CD226- CD8+ T cell hypo-responsiveness. 
Altogether, our results suggested that the presence of CD226 receptor may be critical for TCR induced 
effector program of CD8+ T cells. To confirm this hypothesis, we transduced purified CD226- and CD226+ 
CD8+ Tems with GFP lentiviral vector encoding or not for CD226 and analyzed their effector functions in 
response to TCR stimulation. Previously described Baboon retroviral envelope glycoprotein (BaEV-LVs; 
(Girard-Gagnepain et al., 2014)) and measles virus glycoprotein-displaying LVs (H/F-LVs; (Levy et al., 
2017)) that efficiently transduce resting primary human T lymphocytes were used to avoid any TCR pre-
activation step (Figure 3A and Figure S3A). Consistent with our previous results, we found that CD226- 
CD8+ Tems that did not express CD226 (GFP- cells), or cells transduced with a GFP control vector, had a 
reduced ability to produce pro-inflammatory cytokines such as IFN-γ, TNF-α and poorly expressed the 
CD107a degranulation marker in response to TCR stimulation as compared to CD226+ CD8+ T cells (Figure 
3B and Figure S3A). By contrast, CD226- CD8+ Tems that ectopically expressed CD226 (GFP+ cells) 
produced significantly higher levels of IFN-γ, TNF-α and CD107a than cells that were not transduced or 
transduced with a GFP control vector (Figure 3B and Figure S3A). Altogether, these results confirm that 
CD226 absence greatly impairs the functional activation of CD8+ T cells in response to TCR stimulation 
and that CD226 forced expression by lentiviral vector can restore CD226- CD8+ T cell functions.  
We next wanted to gain insight into the molecular mechanisms underlying CD226- CD8+ T cell functional 
defects. Given the tight link between LFA-1 and CD226 signaling (Shibuya et al., 1999; Shibuya et al., 
2003), we hypothesized that CD226 absence might directly impact LFA-1 functions. To address this 
hypothesis, we analyzed LFA-1 activation into its open conformation, an early event increasing T cell 
adhesion and lowering the threshold required for TCR signaling (Bachmann et al., 1997; Dustin and 
Springer, 1989). Although CD226+ and CD226- CD8+ T cells expressed comparable steady state levels of 
total LFA-1 (Figure S1A), we found that CD226+ CD8+ T cells expressed significantly higher level of high 
affinity LFA-1 than their CD226- counterparts both in steady state conditions and upon TCR stimulation 
(Figure 3C-D and Figure S3B). To confirm the importance of LFA-1 in TCR-induced signaling, we analyzed 
cytokine production by CD226+ and CD226- CD8+ T cells in the presence of blocking antibodies against 
LFA-1. Consistent with the well documented role of LFA-1 in efficient TCR signaling (Bianchi et al., 2000; 
Perez et al., 2003), we found that blocking LFA-1 significantly decreased the production of IFN-γ and TNF-
α  by CD226+ CD8+ Tems (Figure 3 E). Altogether these results suggest that alteration in LFA-1 signaling 
due to CD226 loss might be involved in CD226- CD8+ T cell dysfunction. By contrast, CD226 negative 
regulators CD96, TIGIT or PVRIG (CD112R) (Chan et al., 2014a; Johnston et al., 2014; Zhu et al., 2016) 
may not directly account for CD226- CD8+ T cell hypo-responsiveness. First, CD96 or TIGIT blockade did 
not restore TCR-induced proliferation nor IFN-γ secretion by CD226- CD8+ T cells (Figure S3C-D) and 
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PVRIG transcripts were almost undetectable on purified CD226+ and CD226- CD8+ T cells (Figure S3E). 
Second, their common ligands CD112 and CD155 were hardly detectable at the mRNA level in our assays 
only containing purified CD8+ T cells (Figure S3E). Finally, CD112 and CD155 in vitro blockade did not 
reduce CD226+ CD8+ T cell functions induced by TCR stimulation (Figure S3C-D). This also implies that 
CD226 may act independently of its ligands as suggested by pioneer studies from Shibuya et al. showing 
that CD226 was phosphorylated by TCR or LFA-1 engagement (Shibuya et al., 1999; Shibuya et al., 2003).  
 
CD226 absence identifies dysfunctional human CD8+ tumor infiltrating lymphocytes. 
We next addressed the importance of CD226 expression in the tumor context. We first analyzed CD226 
expression on CD8+ tumor infiltrating lymphocytes (TILs) isolated from a cohort of 177 patients newly 
diagnosed with multiple myeloma (MM; IFM 2009 (Attal et al., 2017)), a frequent yet incurable 
hematological malignancy affecting the bone marrow (BM) (Figure S4A). We found that the percentage 
of BM CD8+ T cells lacking CD226 expression was significantly increased in MM patients as compared to 
healthy donors (Figure 4A and Figure S4B-C). CD226- percentages were also significantly higher among 
CD8+ TILs than PBMCs in MM patients (Figure 4B). Notably, the percentage of CD226 expressing CD8+ T 
cells significantly correlated with myeloma CD8+ T cell infiltration (Figure S4D) and CD226 gene 
expression was strongly associated with the expression of cytotoxic lymphocyte functional genes 
including CD2, CD3E, CD3D, TBX21, CD8B, PRF1, GZMA, and GZMB in MM patient’s samples (Figure S4E). 
These data suggested a relationship between CD226 loss and CD8+ T cell dysfunction in the tumor 
microenvironment. Functional analysis of myeloma infiltrating CD8+ T cells upon in vitro re-stimulation 
with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads confirmed that CD226- CD8+ T cells had significantly lower TCR-
induced proliferation, IFN-γ and TNF-α production and degranulation than CD226+ CD8+ T cells (Figure 
4C-D and Figure S4F-G). Of note, CD226- and CD226+ populations were also present among NY-ESO-1 
tumor antigen-specific CD8+ T cells (Figure S4H) and the absence of CD226 expression was again 
associated with reduced cytokine production by CD8+ T cells upon stimulation with NY-ESO-1 peptide 
(Figure 4E-F). Interestingly, CD226- CD8+ T cells with reduced effector functions also represented a 
significant fraction of TILs isolated from other cancer types including breast and ovarian carcinomas 
(Figure 4G-H). In invasive breast Cancer (BRCA) cohorts from the TCGA data base, CD226 expression was 
also associated with significantly decreased disease-free (DFS) and overall survival (OS) (Figure 4I and 
Figure S4I). Altogether, these results demonstrate that the absence of CD226 expression, (1) identifies 





Tumor microenvironment drives the differentiation of dysfunctional CD226- CD8+ T cells. 
To understand the link between tumor progression, CD226 loss and CD8+ T cell dysfunction, we explored 
CD226 expression in well characterized preclinical mouse cancer models. As described previously (Seth 
et al., 2011), we found that most CD8+ T cells isolated from the spleen C57BL/6 WT mice expressed 
homogeneous levels of CD226. By contrast, we observed the progressive emergence of a CD226 negative 
population among CD8+ Tems infiltrating B16F10 melanoma and VK12653 myeloma tumors (Figure 5A-C 
and Figure S5A-C). In both models, the percentage of CD226- CD8+ TILs significantly correlated with 
tumor size (Figure S5D-E) suggesting a link between CD226 loss and tumor development.  As in humans, 
CD226- CD8+ T cells accumulating in mouse tumor microenvironment were characterized by significantly 
decreased proliferation as evidenced by reduced Ki67 staining (Figure 5D). Upon in vitro re-stimulation 
with anti-CD3/anti-CD28 mAbs, they also produced significantly less IFN-γ and TNF-α than their CD226+ 
counterparts (Figure 5E). These results confirm that the absence of CD226 in CD8+ T cells marks a 
dysfunctional population associated with tumor progression. We next wanted to determine whether 
tumor antigen specific CD226+ T cells could differentiate into CD226- T cells during the course of tumor 
development. To address this question, we transferred naïve CD226+ ova-specific CD8+ T cells isolated 
from the spleen of OT-1 mice into immunodeficient Rag2-/-gc-/- mice bearing B16F10 expressing or not 
ova antigen (Figure 5F). Seven days after OT-1 transfer, we detected an accumulation of OT-1 CD8+ Tems 
with a low CD226 expression within B16F10-ova tumors (Figure 5G-H and Figure S5F). OT-1 CD8+ Tems 
were also present in B16F10 tumors, although at lower frequencies (Figure S5F). Yet, in the absence of 
their cognate antigen, most of the B16F10 intratumor OT-1 CD8+ Tems retained a high CD226 expression 
(Figure 5G-H). Of note, CD226-OT-1 CD8+ Tems were also almost undetectable in the spleen of B16F10 
and B16F10-ova bearing mice (Figure 5G-H). Finally, intratumor CD226- OT-1 T cell accumulation was also 
observed after CD226+ OT-1 T cells adoptive transfer into B16F10-ova bearing Cd8a-/- mice (Figure S5G). 
Taken together these results demonstrate that tumor microenvironment can drive the differentiation of 
CD226+ CD8+ T cells into CD226- CD8+ T cells in a tumor-antigen dependent manner.    
 
Immune checkpoint blockade efficacy relies on CD226. 
Although CD226 loss associated defects were evocative of exhausted T cell (Tex) dysfunction (Thommen 
and Schumacher, 2018; Wherry, 2011), both CD226- and CD226+ CD8+ TILs isolated from B16F10 bearing 
mice had a phenotype consistent with Tex cells characterized by a high expression of PD-1, LAG-3 and 
CTLA-4 (Figure 6A, B). Similar levels of PD-1, Tim-3 and TIGIT were also observed on CD226- and CD226+ 
TILs isolated from breast and ovarian cancer patients (Figure 6C and Figure S6A). Therefore, we thought 
that CD226 expression might impact CD8+ T cell response to immune checkpoint blockade.  
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To address this hypothesis, we analyzed CD226- and CD226+ CD8+ Tem cell responsiveness to anti-PD-1 
blockade using a B16K1 melanoma variant overexpressing MHC-I. As shown previously (Bertrand et al., 
2017), anti-PD-1 mAb injection led to a significant decrease in tumor growth as compared to control Ig 
treatment in this model (Figure 6D). A concomitant increase in the percentage of tumor infiltrating CD8+ 
T cells and proliferating Ki67+ CD8+ TILs was also observed (Figure S6B). Still, while anti-PD-1 increased 
the in vivo proliferation of CD226+ TILs, the proliferation of CD226- CD8+ TILs was not significantly 
affected by this treatment (Figure 6E). In addition, unlike their CD226+ counterparts, anti-PD-1 treatment 
failed to increase ex vivo IFN-γ production by CD226- CD8+ TILs (Figure 6F). Altogether, these results 
indicate that anti-PD-1 treatment mostly reinvigorate CD226+ CD8+ T cells suggesting that CD226 
expression may be critical for anti-PD-1 efficacy. To confirm this hypothesis, WT or Cd226-/- mice bearing 
MC38 tumors were treated with anti-PD-1 or control Ig antibodies. We found that PD-1 blockade 
resulted in significant reduction in tumor growth in WT mice while it only had minor effects in CD226-/- 
mice (Figure 6G). Tumor-bearing WT mice injected with anti-CD226 blocking mAbs also failed to respond 
to anti-PD-1 treatment (Figure 6G). Finally, similar results were obtained when tumor-bearing mice were 
treated with PD-1 alone or in combination with anti-CTLA-4, thus confirming the importance of CD226 in 
the efficacy of ICB (Figure S6C). Altogether, these results suggest that the accumulation of defective 
CD226- CD8+ TILs may represent an important parameter limiting the efficacy of ICB.  
 
Tumor-induced CD226- CD8+ T cells accumulation depends on Eomes expression. 
Although RNAseq analysis revealed that human resting CD226+ and CD226- CD8+ T cells have similar 
transcriptional program, we found that several markers and transcription factors (TF) differed between 
these two subpopulations (Figure S2C). In particular, we found that Eomesodermin (Eomes) mRNA was 
expressed significantly higher in the CD226- fraction of both resting and activated human CD8+ T cells 
(Figure 7A). Similar observations were made at the protein level in CD8+ T cells isolated from HD or 
cancer patient’s samples (Figure 7B). Together with previous evidence showing that high Eomes 
expression limits TILs responsiveness to ICB (Blackburn et al., 2008; Paley et al., 2012), these results 
questioned the role of this TF in the accumulation of dysfunctional CD226- CD8+ Tems in tumors. To 
address this point, we analyzed the tumor-induced differentiation of CD226- CD8+ T cells in 
CD4crexEomesfl/fl mice (EomesKO) that have T cell specific deletion of Eomes. First, we confirmed that 
CD226- TILs expressed significantly higher levels of Eomes in both B16F10 (Figure 7C-D and Figure S7A-C) 
and Vk12653 (Figure S7D-G) bearing CD4WTxEomesfl/fl control mice (EomesWT). More importantly, in both 
tumor models, the percentage of CD226- CD8+ TILs was strongly reduced in EomesKO mice as compared to 
EomesWT mice (Figure 7C,E and Figure S7G).  
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Of note, the absence of Eomes did not significantly affect tumor size, nor tumor CD8+ Tem percentage 
ruling out a potential impact of these parameters in the observed differences between EomesKO and 
EomesWT mice (Figure S7A-F). Still, to confirm the role of Eomes in CD226- CD8+ T cell development, we 
treated WT mice with agonist antibodies against CD137 (TNFRSF9, 4-1BB) as this treatment was recently 
shown to induce a strong Eomes up-regulation in T cells (Curran et al., 2013). As expected, anti-CD137 
treatment resulted in the expansion of CD8+ T cells with an effector memory phenotype that expressed 
high levels of Eomes in the different lymphoid organs tested (Figure 7F-G and Figure S8A). Remarkably, 
anti-CD137-induced Eomes over-expression was accompanied by the progressive emergence of CD8+ 
Tems lacking CD226 expression in a dose dependent manner (Figure 7F-G and Figure S8B-C). By contrast, 
agonist mAbs targeting other immunostimulatory members of the TNF receptor family such as GITR or 
OX40 did not increase Eomes expression nor the frequency of CD226- CD8+ T cells (Figure S8D-E). Once 
again, we found that Eomes was more expressed by CD226- CD8+ T cells (Figure 7H) and Eomes 
deficiency significantly abrogated CD226 loss induced by anti-CD137 mAb treatment thus confirming the 
importance of this TF in the program leading to CD226 loss (Figure 7I-J). importantly, anti-CD137 also 
induced CD226- CD8+ T cell accumulation in CD155-/- mice, ruling out any critical role of CD226/CD155 
interactions in the emergence of CD8+ T cells lacking CD226 expression upon CD137 stimulation (Figure 
7K). To confirm whether anti-CD137 agonists promoted the differentiation of CD226+ T cells into CD226- 
T cells as shown in the tumor context, we transferred purified CD226+ naïve CD8+ T cells into Rag2-/-gc-/- 
mice (Figure 7L). A few days after cell transfer, most CD8+ T cells had undergone several rounds of 
division as a result of homeostatic expansion. They had also acquired a CD44hi memory T cell phenotype 
but remained CD226+ T cells, ruling out that the emergence of CD226- cells only resulted from CD8+ T cell 
division or memory T cell differentiation (Figure S8F). By contrast, the subsequent injection of anti-
CD137 mAbs promoted the accumulation of CD226- CD8+ Tems confirming that the accumulation of 
CD226- CD8+ T cells upon CD137 activation resulted from the CD226+ CD8+ T cell differentiation (Figure 
7M). Altogether, this demonstrates that Eomes over-expression induced by tumor antigens or CD137 





CD226 loss restrains CD8+ T cells antitumor functions in vivo. 
Finally, we verified that CD226- CD8+ T cells that emerged during anti-CD137 treatment displayed 
comparable functions with tumor infiltrating CD226- CD8+ T cells. We found that purified CD226- CD8+ 
Tems from anti-CD137-treated mice divided less and produced lower levels of IFN-γ and TNF-α than their 
CD226+ counterparts in response to anti-CD3/anti-CD28 stimulation (Figure 8A-B). Using OT-1 mice 
treated with anti-CD137 (Figure S8G), we confirmed that antigen specific CD226- CD8+ T cells have lower 
effector functions than their CD226+ counterparts in response to ova stimulation (Figure 8C). 
 Interestingly, CD226- CD8+ Tems isolated from anti-CD137-treated mice had strongly reduced CD226 
mRNA levels as compared to CD226+ CD8+ Tems confirming, as in humans, that CD226 loss process 
occurs at the transcriptional level (Figure S8H). To gain clear insight into the anti-tumor functions of 
CD226- and CD226+ CD8+ T cells, we transferred tumor-specific CD226- and CD226+ CD8+ T cells into 
tumor bearing mice. We used Pmel-1 transgenic mice that all harbor CD8+ T cells specific for the B16 
gp100 melanoma antigen. Pmel-1 mice were treated with anti-CD137 and sorted CD226- or CD226+ CD8+ 
Tems were transferred into B16F10 melanoma bearing mice according to previously described adoptive 
cell transfer (ACT) protocol (Landsberg et al., 2012)(Figure 8D). Consistent with their reduced effector 
capabilities in vitro, CD226- CD8+ T cells only mildly reduced tumor development while the transfer of 
CD226+ CD8+ T cells resulted in a drastic reduction in tumor growth and significantly prolonged survival 
of mice (Figure 8E-F). In summary, these results confirm that the absence of CD226 is key receptor that 






The mechanisms underlying the lack of responsiveness of anti-tumor CD8+ T cells are still poorly 
understood and finding additional signals that regulate their functions has become a major priority. In 
the present study, we found that loss of the activating receptor CD226 is a critical mechanism that alters 
CD8+ T cell responsiveness to TCR stimulation. Pre-clinical tumor mouse model confirmed that tumor 
development drives the accumulation of dysfunctional CD8+ T cell lacking CD226 expression through an 
Eomes-dependent mechanism. More importantly, our results demonstrated that CD8+ T cells fail to 
respond to ICB in the absence of CD226. Taken together our study suggests that CD226 loss represents 
an underappreciated determinant of CD8+ T cell dysfunction in the tumor microenvironment that may 
impact cancer patient response to immunotherapy. 
The profound cancer-immunosurveillance defects depicted by our group and others in diverse tumor 
mouse models (Gilfillan et al., 2008; Guillerey et al., 2015; Iguchi-Manaka et al., 2008) in the absence of 
CD226 suggested this receptor might exert central functions in T lymphocyte biology. The implication of 
this receptor in CD4+ T helper cell differentiation (Gaud et al., 2018; Lozano et al., 2012; Lozano et al., 
2013) and the association between CD226 gene single nucleotide polymorphism (SNP) with increased 
development of autoimmune pathologies (Maiti et al., 2010; Song et al., 2012; Todd et al., 2007) 
supported this hypothesis. Yet, initial studies using CD226-deficient mice indicated that CD226 is not 
formally required for antigen-specific CD8+ T cell activation and no striking immune defects were found 
in the absence of CD226 (Gilfillan et al., 2008). Based on this evidence, this receptor was so far mainly 
considered as a co-stimulatory receptor increasing cytotoxic T lymphocyte- and NK cell-mediated 
cytotoxicity against CD112- and CD155-expressing targets. Herein, using diverse TCR triggering agents, in 
the presence or absence of CD28 co-stimulation, we presented compelling evidence that CD8+ T cells 
that do not express CD226 are hypo-responsive to TCR stimulation and have limited effector functions. 
These results imply that CD226 plays a more central role than originally thought in CD8+ T cell activation 
program induced by TCR engagement.   
The phenotype of CD8+ T cells expressing CD226 or not were very similar for the different healthy donors 
and cancer patients analyzed in our study. These results were confirmed by RNAseq analysis of freshly 
purified peripheral blood CD226- and CD226+ CD8+ T cells with only 76 genes differentially expressed 
between both subsets. It is unlikely that these subtle differences at the resting state may be responsible 
for the divergent functional outcomes observed between CD226- and CD226+ CD8+ T cells upon TCR 
stimulation since we found that CD226 forced expression through lentiviral vectors restored CD226- CD8+ 
T cells functions in response to TCR stimulation.  
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These results together with the reduced phosphorylation of several key TCR downstream signaling 
molecules observed upon anti-CD3 stimulation in the absence of CD226 strongly argue for a key role of 
CD226 in CD8+ T cell TCR signaling. Although CD226- and CD226+ CD8+ T cells both underwent important 
transcriptional modifications upon anti-CD2/CD3/CD28 stimulation, archetypal effector T cell-associated 
genes were only detected in stimulated CD226+ T cells. Such results suggest that the presence of CD226 
directly impacts TCR induced CD8+ T cell effector program. Understanding how CD226 modulate TCR 
signaling in CD8+ T cells may provide new approaches to restore T cells functions especially in tumor 
context.  
Several pieces of evidence indicate that CD226 is implicated in LFA-1 functions (Shibuya et al., 1999; 
Shirakawa et al., 2005; Shirakawa et al., 2006). LFA-1 binding to ICAM-1 on contacting cells represents a 
critical early event driving actin-cytoskeleton reorganization, immune synapse formation, and co-
stimulation ultimately lowering TCR activation threshold (Bachmann et al., 1997; Bianchi et al., 2000; 
Perez et al., 2003). Interestingly, we found that TCR induced “inside-out” signal, driving LFA-1 activation 
into its high-affinity conformation (Dustin and Springer, 1989), is greatly reduced in the absence of 
CD226 in CD8+ T cells. In addition, we observed that blocking LFA-1 reduced CD8+ T cell activation similar 
to CD226 loss. Thus, our results suggest that LFA-1 defects owing to CD226 loss may represent an 
important mechanism of TCR hypo-responsiveness and CD8+T cell dysfunction in tumors. The 
observations from Braun et al. showing actin cytoskeleton reorganization and LFA-1 polarization defects 
in Cd226-/- CD8+ T cells support this hypothesis (Braun et al.). Future work will be needed to understand 
how CD226 intrinsic signaling connects with TCR signaling and LFA-1 in CD8+ T cells. CD226 contains at 
least two phosphorylation sites on tyrosine residue 322 and on serine residue 329 in its intracellular 
domain (Martinet and Smyth, 2015b; Shibuya et al., 1996). A recent study stressed the importance of the 
conserved Y322XN324X immunoglobulin tyrosine tail (ITT) motif in the NK cell cytolytic functions of CD226 
(Zhang et al., 2015). This typical consensus binding sequence was indeed shown to connect CD226 with 
Grb2 SH2 domain, subsequently leading to the activation of Vav-1, phospholipase C-γ1 and ERK1,2 
(Zhang et al., 2015). CD226 ITT motif could therefore represent a critical relay to amplify TCR 
downstream signaling. The decreased phosphorylation of ZAP-70, SLP76, LAT and ERK1,2 observed in 
CD8+ T cells lacking CD226 and the recent evidence that Vav-1 associates with CD226 in CD4+ T cells may 
support this hypothesis (Gaud et al., 2018). Surprisingly, no immune synapse, nor functional defects 
were observed by Braun et al. in CD8+ T cells isolated from Cd226Y mice harboring a point of mutation on 
the Y319 of CD226 (mouse equivalent Y322) suggesting that this signaling is dispensable for CD226 synergy 




Although the importance of Ser 329 phosphorylation in the propagation of CD226 downstream signaling 
remains a matter of debate (Zhang et al., 2015), this residue could represent a critical link between TCR 
signaling, CD226 and LFA-1. Indeed, Ser 329 of CD226 was found to be phosphorylated upon CD3/CD28 
stimulation and was required for CD226 physical association with LFA-1 in lipid raft (Shibuya et al., 1999; 
Shirakawa et al., 2005; Shirakawa et al., 2006).  
It is now well established that many human tumors express specific antigens that can elicit CD8+ T cell 
activation and the accumulation of CD8+ effector T cells in the tumor microenvironment (Schumacher 
and Schreiber, 2015). Unfortunately, successful eradication of tumor cells by these TILs is often limited 
by diverse immunosuppressive mechanisms (Thommen and Schumacher, 2018). Among them, the up-
regulation of multiple inhibitory receptors such as PD-1, Tim-3, TIGIT, and LAG-3 at the cell surface of 
TILs has emerged as major mechanisms of T cell dysfunction protecting tumors from immune attack 
(Thommen and Schumacher, 2018). Our study addressed an additional mechanism of cancer immune 
escape other than the classical immune checkpoints through the loss of a critical activation receptor, 
CD226. We presented considerable new evidence that tumor development favors the accumulation of 
dysfunctional CD8+ T cells lacking CD226 expression. While almost all mouse CD8+ T cells expressed 
CD226 in steady-state conditions, we found the progressive accumulation of TILs lacking CD226 with a 
CD62L-CD44hi effector memory phenotype in the different tumor mouse models tested. Of note, CD226 
loss mainly affected tumor antigen-specific CD8+ T cells since we observed that ova-specific purified 
CD226+ OT-1 cells only converted into CD226- effector cells when transferred into ova-tumor bearing 
mice. Still, the differentiation of CD8+ T cells into hypo-reactive CD226- CD8+ T cells may occur in other 
contexts as dysfunctional CD226- CD8+ T cells were detectable in most healthy donors. Whether this 
reflects a previous immune history of each individual or whether this represents a mechanism ensuring 
immune homeostasis by preventing over CD8+ T cell activation remains to be more deeply investigated in 
the future.  
Sustained expression of inhibitory receptors was so far considered as a key parameter allowing the 
identification of exhausted T cells in chronic infectious disease and cancer (Ahmadzadeh et al., 2009; 
Blackburn et al., 2009; Thommen et al., 2018). The successful reinvigoration of Tex functions by anti-PD-1 
mAbs in chronic viral infections (Barber et al., 2006) and the impressive clinical results obtained by ICB in 
cancer patients (Robert et al., 2015; Robert et al., 2011; Topalian et al., 2012) support the importance of 
inhibitory receptors in T cell dysfunctions. Still, recent studies suggest that intratumor PD-1+ exhausted T 
cells comprise a large spectrum of dysfunctional states (Bengsch et al., 2018; Thommen et al., 2018). 
More importantly, it becomes evident that the potential of reinvigoration by ICB differs between CD8+ 
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Tex subpopulations, meaning that additional alterations restrain exhausted T cell functions (Pauken et 
al., 2016; Philip et al., 2017; Scott et al., 2019).  
Interestingly, both CD226- and CD226+ cells were found among tumor infiltrating Tex cells with similar IC 
expression. Still, CD226- TILs consistently had lower effector functions and proliferation than their 
CD226+ counterparts. In addition, anti-PD-1 immunotherapy failed to restore effector functions of TILs 
lacking CD226 expression. Thus, the absence of CD226 activation receptor might represent a yet 
underappreciated molecular mechanism limiting intratumor T cell responsiveness and correlating with 
their exhausted state independently of inhibitory receptors.  
Although several predictive factors such as CD8+ T cell infiltration (Tumeh et al., 2014), PD-L1 expression 
(Larkin et al., 2015) as well as tumor neo-antigen load (Rizvi et al., 2015) were identified in the past, it 
remains still unclear why some patients respond to ICB therapy while others do not. Thus, understanding 
the molecular mechanisms underlying effective responses to ICB therapy remains an intense field of 
investigation. Recently, it was demonstrated that PD-1/PD-L1 signaling suppresses T cell function via 
inactivation of CD28 signaling rather than TCR signaling (Hui et al., 2017) and that CD28/B7 pathway 
plays a crucial role in the efficacy of anti-PD-1 treatment (Kamphorst et al., 2017). However, the efficacy 
of anti-PD-1 may also rely on additional co-stimulatory signals as demonstrated by a recent study 
showing that PD-1/PD-L1 pathway is a negative regulator of CD226 signaling and that the anti-tumor 
effect of PD-1 and GITR antibody combination was abrogated in the absence of CD226 (Wang et al., 
2018). Our study demonstrating that anti-PD-1 immunotherapy fails to restore effector functions of TILs 
lacking CD226 expression not only confirms the importance of signals provided by CD226 in anti-PD-1 
efficacy but also highlights a novel mechanism of tumor resistance to ICB through the loss of CD226 
expression. Thus, the extent of CD226- CD8+ T cells accumulating in the tumor microenvironment may 
represent an attractive parameter to consider for predicting anti-PD-1 efficacy in cancer patients 
especially given the high CD226 variability observed among cancer patients in our study.  
A better understanding of the tumor signals involved in CD226 loss is required as they may represent 
interesting target to restore CD8+ T cell anti-tumor functions and immune checkpoint efficacy. CD226 
engagement by its ligands, especially CD155, was previously shown to decrease CD226 density at the cell 
surface of NK and T cells (Li et al., 2018b). The chronic stimulation of CD226 by tumors that frequently 
overexpress CD155 may therefore participate in CD226 loss as shown by Braun et al. (Braun et al.). 
Although, ligand induced CD226 recycling may account for CD226 loss, especially in the tumor context, 
our results suggest the existence of additional mechanisms occurring at the transcriptional level. 
Interestingly, we found that tumor induced CD226 loss was blunted in the absence of Eomes. Conversely, 
Eomes overexpression induced by agonists antibodies against CD137 promoted the accumulation of 
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dysfunctional CD226-CD8+ T cells and once again this phenomenon was blunted in the absence of Eomes.  
 
While these results demonstrate the implication of Eomes in CD226 loss, the mechanisms underlying 
CD226 transcriptional repression remains to be further addressed. Several studies suggested that the 
level of Eomes expression may distinguish two different T cell exhaustion stages induced by chronic 
antigen exposure (Blackburn et al., 2008; Buggert et al., 2014; Paley et al., 2012). In chronic viral 
infections, Eomeshi Tex cells expressed higher levels of inhibitory receptors, had reduced effector 
functions, and did not respond to anti-PDL1-mediated reinvigoration as compared to Eomeslo Tex cells 
(Blackburn et al., 2008; Paley et al., 2012).  Dissecting the exact role of Eomes in T cell dysfunction was 
complicated by the function of this TF in effector CD8+ T cell program and memory maintenance 
(Intlekofer et al., 2005; Kaech and Cui, 2012). Recent evidence suggests that low Eomes expression is 
required for anti-tumor effector T cell expansion and tumor control, while its overexpression favors T cell 
exhaustion and tumor outgrowth (Li et al., 2018a). Although Eomes was implicated in the up regulation 
of several immune checkpoints such as PD-1 and Tim-3, our results suggest that CD226 loss may also 
participate to the terminal exhaustion program associated with Eomes overexpression.  
Although immunotherapy has represented a major breakthrough in cancer treatment, clinical responses 
are observed only in a fraction of treated patients and cancer types. Therefore, one of the major current 
research challenges now resides in the identification of novel mechanisms restraining anti-tumor 
immune functions. We and Braun et al. have demonstrated that CD226 expression represents a critical 
rheostat for anti-tumor functions of CD8+ T cells and that Eomes-dependent and/or CD155-induced 
CD226 loss represents a major tumor immune escape mechanism.  
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Figure 1: The absence of CD226 identifies hypo-responsive human CD8+ T cells.  
(A) Representative FACS histogram and graph showing the expression of CD226 by healthy donor (HD) 
peripheral blood CD8+ T cells. n=77 HD. (B) Graph showing the relative frequency of the indicated TCRvβ 
among CD226- (blue) and CD226+(red) CD8+ T cells. Representative from n=20 HD. (C) Representative 
FACS histograms and graph showing the percentages of CD226- in the indicated CD8+ T cell subsets. n = 
77 HD. (D) Representative FACS histograms and graph recapitulating the proliferation of purified CD226- 
and CD226+ CD8+ Tn, Tcm and Tems activated by α-CD2/CD3/CD28 microbeads for 6 days. n=7-14 HD. (E) 
Representative FACS plots showing the proliferation of purified CD8+ T cells activated by allogeneic DCs 
or CMVpp65 peptides for 6 days. n = 3 HD.  (F)  Graph showing the concentrations of the indicated 
cytokines in the culture supernatants of purified CD226- and CD226+ CD8+ Tems stimulated with α-
CD2/CD3/CD28 microbeads for 48 hrs. Mean ± SD from triplicate wells, representative experiments of 
n=5 HD. (G) Representative FACS plots showing the expression of CD107a degranulation marker and the 
intracellular production of IFN-γ and TNF-α by CD226- and CD226+ CD8+ T cells activated by FcγR+ P815 
cell line coated with anti-CD3 mAbs (OKT3, 1µg/ml). n=5 HD.  (H) Representative graph showing calcium 
influx by CD226-  and CD226+ CD8+ T cells activated with α-CD3 (OKT3, 10µg/ml). Representative from 
n=4 HD. (I) Graph showing the expression of phosphorylated (p) SLP76 by CD226- or CD226+ CD8+ Tems 
stimulated with α-CD3 (OKT3, 10µg/ml) for 0, 1 or 5 minutes. n=5 HD. (J-K) Purified CD226- or CD226+ 
CD8+ Tems were stimulated with α-CD3 (OKT3, 10 µg/ml) for 0, 1 or 5 minutes. Western blots using 
antibodies directed against the indicated total and phosphorylated (p) proteins are shown. 
Representative experiment from n=3 HD. Data are presented as mean ± SEM with each symbol 
representing an individual HD. Statistical differences between multiple groups were determined by one-
way ANOVA with Tukey’s correction (C). Statistical differences between two groups were determined 





Figure 2: The absence of CD226 alters TCR-induced effector program of CD8+ T cells.  
(A-F) A global transcriptomic analysis of HD resting CD226- and CD226+ CD8+ Tems (n=6/group) or 
activated (ACT; n=4/group) by α-CD2/CD3/CD28 for 24 hrs was performed by RNA sequencing. (A) PCA 
analysis showing different expression gene profiles between CD226- and CD226+ CD8+ Tem samples 
activated or not. (B) Venn diagram showing the number of genes differentially expressed between the 
indicated groups of CD8+ Tems (p<0.01, FC> 2). (C) Volcano plots showing differentially expressed genes 
between CD226- and CD226+ CD8+ Tem samples, activated or not. (D) Log-normalized gene-expression 
heatmap showing the hierarchical clustering of CD226- and CD226+ CD8+ Tem samples according to 
differentially expressed genes between ACT CD226- and ACT CD226+ CD8+ Tems.  (E) Table showing GO 
term analysis performed on ACT CD226+ vs ACT CD226- CD8+ Tem differentially expressed genes. The 
associated NES and Adjusted p value was indicated. (F) Graph showing gene set enrichment of ACT 
CD226+ vs ACT CD226- CD8+ Tem specific genes analyzed in C7 immune data sets. NES and FDR were 
plotted for each comparison.  
 
Figure 3: Mechanisms underlying CD226- CD8+ T cell dysfunction. 
(A-B) CD226- and CD226+ CD8+ Tems were transduced with GFP control or CD226-GFP Baboon retroviral 
envelope glycoprotein lentiviral vectors (BaEV-LVs) for 48 hrs. (A) FACS histograms showing GFP 
expression in the corresponding cultures. (B) FACS histograms showing the expression of CD226, 
CD107a, IFN-γ and TNF-α in transduced cells (GFP+) and untransduced cells (GFP-) after stimulation with 
α-CD2/CD3/CD28 microbeads. Representative experiment from n=4. (C-D) Representative FACS plot (C) 
and graphs (D) recapitulating the percentages of CD226- and CD226+ CD8+ T cells expressing LFA-1 open 
conformation after 2hrs in presence or not of α-CD2/CD3/CD28 microbeads. From n=5 HD. (E) Graph 
recapitulating the intracellular production of IFN-γ  and TNF-α by CD226- and CD226+ CD8+ Tems cells 
activated by α-CD3 (OKT3, 10µg/ml) for 6hrs in the presence of control Ig (cIg) or blocking anti-LFA-1 
mAbs (aLFA-1). n=8 HD. Statistical differences between multiple groups were determined by one-way 
ANOVA with Tukey’s post-test analysis (E). Statistical differences between two groups were determined 




Figure 4: CD226 absence identifies dysfunctional CD8+ tumor infiltrating lymphocytes.  
(A) Representative FACS histogram and graph showing the percentage of CD226- CD8+ T cells isolated 
from the bone marrow (BM) of newly diagnosed multiple myeloma patients (MM; n=177) and healthy 
donors (HD; n = 20). (B) Representative FACS histograms and graph showing the percentage of CD226- 
CD8+ T cells by paired BM (TIL) or blood (PBMC) CD8+ T cells isolated from MM patients (n = 10). (C) MM 
patient CD138- BM cells were stained with CTV and stimulated with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads for 
5 days. Representative histograms and graphs recapitulating the proliferation of CD226- and CD226+ 
CD8+ TILs. n=20 MM patients. (D) Representative FACS plots and graphs recapitulating the expression of 
CD107a degranulation marker and the intracellular production of IFN-γ and TNF-α by MM patients’ 
CD226- and CD226+ CD8+ TILs stimulated with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads for 6 hours. n = 36 MM 
patients. (E) Representative FACS plots showing CD8+ BM T cells from HLA-A*02+ MM patients stained 
with HLA-A*02-NYESO1-PE multimers and their CD226 expression. (F) MM patient CD138- BM cells were 
stimulated with HLA-A*02-NY-ESO-1 specific peptide (1μg/ml) for 6hrs. Representative dot plots as well 
as pooled data from n=5 HLA-A2+ MM patients with positive NY-ESO response are shown. (G) Graph 
showing the percentage of CD226- cells among CD8+ TILs isolated from ovarian cancer (n = 8) and breast 
cancer patients (n = 10). (H) Graph recapitulating the intracellular production of TNF-α and IFN-γ  by 
ovarian cancer patients’ CD226- and CD226+ CD8+ TILs stimulated with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads 
for 6hrs. n=7 patients. (I) CD226 expression correlates with breast cancer prognosis. Graph showing 
Kaplan–Meier disease-free (left) and overall (right) survival estimates for CD226high (>median value, 
n=503) and CD226low (<median value, n=503) Breast Cancer patients. RNA sequencing data involving 
1006 invasive breast Cancer (BRCA) patients from the TCGA database. Data are presented as mean ± 
SEM with each symbol representing an individual cancer patient. Statistical analyses between two 






Figure 5: Tumor development promotes dysfunctional CD226- CD8+ T cell accumulation. 
(A-F) C57BL/6 WT mice were left untreated or injected with B16F10 melanoma cell line (s.c 105 cells) or 
VK12653 myeloma cell line (2 x 106 cells, i.v). (A) Representative FACS histograms showing CD226 
expression by CD8+ Tem (CD44hiCD62L-), Tcm (CD44hiCD62L+) and Tn (CD44lowCD62L+) cells isolated from 
spleen of non-tumor bearing mice or indicated tumor lesions. Pooled data from at least 4 independent 
experiments. (B) Graph showing the percentages of CD226- cells among Tn, Tcm and Tem CD8+ TILs 
isolated from B16F10 tumors 19 days post injection. Pooled data from at least 4 independent 
experiments.  (C) Graph showing the percentage of CD226- CD8+ Tems isolated from the spleen of WT 
C57BL/6 mice and from tumor, draining lymph nodes (DLN), non-DLN and spleen of B16F10 tumor-
bearing mice at day 19 post-tumor inoculation. (D) Graph recapitulating the percentages of tumor 
infiltrating CD226- and CD226+ CD8+ Tems expressing Ki67 proliferation marker 19 days after B16F10 
injection. (E) Graphs showing the intracellular production of IFN-γ and TNF-α by CD226+ and CD226- CD8+ 
TILs isolated from B16F10 bearing mice upon re-stimulation with α-CD3/CD28 for 6hrs. Pooled data from 
3 independent experiments n=12. (F-H) 106 ova-specific CD226+ CD8+ naïve T cells were isolated from the 
spleen of OT-1 mice and injected i.v into Rag2-/-gc-/-mice mice bearing B16F10 or B16F10-ova tumors. (F) 
Schematic representation of the experimental design. (G-H) Representative histograms (G) and graph (H) 
showing CD226 expression on OT-1 CD8+ Tems isolated from the spleen or tumors 7 days post transfer. 
Pooled data with from 2 experiments. Data are presented as mean ± SEM with each symbol representing 
an individual mouse. Statistical differences between multiple groups were determined by one-way 
ANOVA with Tukey’s post-test analysis (B, C, H) and differences between two groups were assessed 







Figure 6:  Tumor-induced CD226 loss limits immune checkpoint blockade efficacy. 
(A) Representative Tsne plots calculated on CD8+ TILs isolated from B16F10 bearing mice showing the 
normalized expression of CD62L, CD44, PD-1, CTLA-4, LAG3 and CD226 (red: highly expressed/yellow-
orange: middle expression and blue: no expression). The gates indicate TILs with an exhausted 
phenotype. (B-C) Graphs comparing the expression of the indicated immune checkpoints on CD226- and 
CD226+ CD8+ TILs isolated from (B) B16F10 bearing mice ( n=7 mice, representative experiment of 3) or 
(C) ovarian cancer samples ( n = 8 patients). (D-F). C57BL/6 WT mice were injected with B16K1 MHC-I 
overexpressing melanoma cell line and were subsequently treated with Ig control or anti-PD-1 mAbs. (D) 
Schematic representation of the experimental design and graph showing the tumor volume in the 
indicated groups of mice. Data representative of 2 independent experiments with n=9-10. (E) 
Representative FACS plots and graphs showing the percentages of Ki67+ proliferating CD226- and CD226+ 
CD8+ TILs isolated from Ig control (cIg) or anti-PD-1 treated B16K1 bearing mice. Pooled data from 3 
independent experiments with n=10-12. (F) FACS plots and graph showing the intracellular production of 
IFN-γ by CD226- and CD226+ CD8+ TILs isolated from cIg or anti-PD-1 treated B16K1 bearing mice upon in 
vitro re-stimulation with α-CD3/CD28 mAbs for 6hrs. Pooled data from 3 independent experiments with 
n=10-12. Data are presented as mean ± SEM with each symbol representing an individual mouse. (G) 
Groups of C57BL/6 wild type (WT) and Cd226-/- mice (n = 5-10/group) were injected s.c. with 1x105 MC38 
colon adenocarcinoma cells. Mice were treated on days 10, 12, 14 and 16 (relative to tumor inoculation) 
with cIg (250µg i.p.) or anti-PD-1 (250µg i.p., RMP1-14) as indicated. Some groups of WT mice received 
cIg (250µg i.p.) or anti-CD226 (250µg i.p., 480.1) on days 9, 10, 14, 17, 20, 24 and 28. Tumor area (mm2) 
was measured every 2-4 days.  Data are presented as mean ± SEM with each symbol representing an 
individual mouse. Statistical differences between multiple groups were determined by one-way ANOVA 
with Tukey’s post-test analysis (D-G) and differences between two groups were assessed using paired T 




Figure 7: CD226 loss depends on Eomes expression.  
(A) Graph showing normalized Eomes mRNA transcripts of CD226- and CD226+ CD8+ Tem activated (ACT) 
with α-CD2/CD3/CD28 microbeads or not (NS) detected by RNA sequencing depicted in Figure 2. (B) 
Representative FACS plots and graphs showing Eomes expression by CD226- and CD226+ CD8+ T cells 
from the blood of HD (n = 15) and from the BM of newly diagnosed MM patients (n = 22). (C-E) CD4crex 
Eomesfl/fl (EomesKO) and CD4WTx Eomesfl/fl (EomesWT) mice were injected with B16F10 tumor cells. 
Representative FACS plots (C) and graphs (D) recapitulating the expression of Eomes among CD226+ and 
CD226- tumor infiltrating CD8+ Tems. (E) Graphs showing the percentages of CD226- cells among 
CD8+ TILs isolated from EomesKO and EomesWT mice. Data are from 2 pooled experiments with n = 8-10 
mice/group. (F-G) C57BL/6 WT mice were treated with anti-CD137 mAbs (100µg; 3H3, i.p) for the 
indicated period. (F) Schematic representation of the experimental design and representative histograms 
showing Eomes and CD226 expression at the indicated time in anti-CD137 treated WT mice. (G) graphs 
showing the percentage of Eomes+ and CD226- CD8+ T cells in the spleen of C57BL/6 WT mice treated 
with anti-CD137 mAbs. (H) Graph showing the expression of Eomes among CD8+ T cells isolated from cIg- 
or anti-CD137-treated mice. n=10 mice/group from 2 pooled experiments. (I-J) FACS plots (I) and graph 
(J) showing the percentage of CD226-CD8+ Tems isolated from the spleen of EomesKO and EomesWT 
treated with anti-CD137 mAbs. n = 14 mice/group from 2 pooled experiments. (K) Graph showing the 
percentages of CD226-CD8+ T cells in the spleen of CD155KO and C57BL/6 WT mice treated with anti-
CD137 mAbs (red) or IgG control (black). (L-M) Naïve CD226+ CD8+ T cells were purified from WT mice 
and transferred into Rag2-/-gc-/-mice. At day 7 mice were injected with cIg or anti-CD137 mAbs. (L) 
Schematic representation of the experimental design. (M) Representative FACS plots and graph showing 
the percentage of CD226- CD8+ T cells in the spleen of the indicated groups of mice at day 17. n=10 
mice/group from 2 pooled experiments. Data are presented as mean ± SEM with each symbol 
representing an individual mouse. Statistical differences between multiple group were determined by 
one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis (G, H, K) and differences between two groups were 




Figure 8: CD226 loss restrains CD8+ T cells antitumor functions.  
(A-B) C57BL/6 WT mice were treated for 2 weeks with anti-CD137 mAbs (100µg; 3H3, twice a week) and 
splenic CD226+ and CD226- CD8+ Tems were sorted by flow cytometry and re-stimulated with 
α−CD3/CD28 mAbs.  (A) Representative histogram showing the proliferation of CTV-labeled CD226+ and 
CD226- CD8+ Tems. (B) Graphs showing IFN-γ and TNF-α levels in the supernatant of the corresponding 
cultures after 24 hrs of stimulation. Data are pooled from 5 independent experiments. (C) OT-I mice 
were treated with anti-CD137 mAbs for 2 weeks and splenic CD8+ Tems were purified and activated in 
vitro with α−CD3/CD28 mAbs or ova-peptide for 6hrs. Graphs showing the expression of CD107a and 
TNF-α  by CD226+ and CD226- CD8+ OT-1 cells. n=7 mice/group from 2 independent experiments. (D-F) 
TCR transgenic Pmel mice were stimulated with agonistic CD137 mAbs and sorted into CD226+ and 
CD226- CD8+ Tems. B16F10 tumor (10-20mm2) bearing mice were left untreated (control) or injected 
with the indicated Pmel sorted T-cells. Mice pre-conditioned by cyclophosphamide injection were 
stimulated with a recombinant adenoviral vector vaccine expressing hgp100 and three intratumor 
injections of TLR ligands CpG and poly(I:C). (D) Schematic overview of ACT model, where C= 
cyclophosphamide, V= Adenovirus encoding hgp100 (=Pmel) and TLR= intra-/peri-tumoral injection of 
CPG and poly(I:C). (E-F) Graph showing tumor area (E) and Kaplan-Meier survival curves (E) of B16F10 
bearing mice. Data depicted are representative of two experiments. Data are presented as mean ± SEM 
with each symbol representing the mean of one experiment. Statistical differences between multiple 
group were determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis (C, E) and differences 







Contact for Reagent and Resource Sharing  
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by 
the Lead Contact, Ludovic Martinet (ludovic.martinet@inserm.fr) 
 
Human samples 
Healthy donors. PBMC obtained from the Etablissement Français du Sang (EFS, Toulouse) were isolated 
by Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) density centrifugation. Unprocessed human bone marrow (BM) 
aspirates from healthy donors were purchased from Lonza (Switzerland). 
Cancer patient’s samples. Fresh BM aspirates and peripheral blood from patients with myeloma were 
collected at the time of diagnosis or relapse in the Institut Universitaire du Cancer de Toulouse-oncopole 
(IUCT-O, Toulouse) through the intergroupe francophone du myélome network. BM samples were 
depleted of malignant plasma cells using anti–CD138-coated magnetic beads (Miltenyi Biotec, France). 
Samples from newly diagnosed breast or ovarian cancer patients were obtained from surgical resections 
performed in the IUCT-O (Toulouse, France). Tumor specimens were processed by mechanical dissection 
and single-cell suspensions were cryopreserved. All cancer patients gave written informed consent and 
collection was approved by French Committee for the Protection of Persons (CPP; DC-2012-1654) as well 
as by local IUCT-Oncopole review boards. 
 
Flow cytometry  
Single cell suspensions were stained according to standard protocols with previously described anti-
mouse and human antibodies listed in the STAR*Methods section. Antibodies were purchased from 
miltenyi biotec, eBioScience, BioLegend, or BD Biosciences. Surface staining was performed with mAbs 
for 30min at 4°C in PBS supplemented with 2% FCS and 2 mM EDTA. MM patient CD8+ T cells were 
stained with PE-labeled HLA-A2/NY–ESO-1157–165 (SLLMWITQA) multimers as described previously 
(Guillerey et al., 2018). For the intracellular staining, cells were fixed and permeabilized using BD 
Cytofix/Cytoperm permeabilization kit (BD Biosciences) or Transcription Factor Fixation/Permeabilization 
kit (Thermofisher). Data were collected with LSR II or Fortessa X20 flow cytometers (BD Biosciences) and 






CD8+ T cell isolation 
CD8+ T cells were enriched with the appropriate negative selection kits (Miltenyi biotec) from Human 
PBMCs, MM patient’s BM samples, Ovarian cancer biopsies, mouse spleen or tumors and were stained in 
PBS with 0.5% SVF and 2 mM EDTA containing fluorochrome-conjugated antibodies listed in the listed in 
STAR*Methods section. The indicated CD8+ T cell subsets were then highly purified based on CD226, 
CD45RA and CD62L expression (human) or CD226, CD44 and CD62L expression (mouse) using Aria Fusion 
(BD biosciences) or MoFLo Astrios (Beckman Coulter) cell sorters. 
 
Human T cell functional assays  
The indicated CD8+ T cell subsets purified from HD or cancer patients were stimulated with plate bound 
anti-CD3 mAbs (clone OKT3, Bioxcell), anti-CD2/CD3/CD28 microbeads (T cell expansion kit, Miltenyi 
Biotec), CytoStim (Miltenyi Biotec), monocyte-derived allogeneic mature dendritic cells, CMVpp65 
peptide pools (PepTivator® Miltenyi Biotec) or NY-ESO-1157-165 analog (SLLMWITQA, Peptide 2.0 Inc, 
1 µg/ml) in RPMI 1640 medium (ThermoFisher Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum 
(ThermoFisher Scientific) and L-glutamine (SIGMA Aldrich). Intracellular cytokine staining was performed 
after 6 hours in the presence of APC-conjugated anti-CD107a (H4A3, BD bioscience) and Golgiplug (BD 
biosciences). Alternatively, cells were stained with Cell Trace Violet (CTV, Thermo Fisher Scientific) prior 
to stimulation followed by CTV dilution assessment 5 days later. Cytokine levels were measured in the 
cell culture supernatants by CBA (BD Biosciences) after 48 hrs. Cytotoxic capacities of CD8+ T cells were 
assessed in co-cultures with P815 mastocytoma cell line coated with the indicated concentrations of 
anti-CD3 mAbs at a 2:1 effector: target ratio. Where indicated, mAb against TIGIT (Clone MBSA43, 
Thermo Fisher scientific), CD96 (Clone NK92.39, Biolegend), CD226 (clone DX11, Abcam), CD112 (clone 
TX31, Biolegend), CD155 (clone SKII.4, Biolegend) or LFA-1 (Clone TS1/18, BioXcell) or irrelevant IgG1 
(clone MG1-45, Biolegend) were added to cultures at a final concentration of 10µg/ml. For the detection 
of the high-affinity form of LFA-1, CD8+ T cells were activated for 2hrs. Previously described mAbs (Petit 
et al., 2016) directed against the extended/open high affinity conformation of LFA-1 (2 µg/ml; clone 24, 
Biolegend) were added into the culture for the last 30 minutes of the assay. 
 
Monocyte-derived mature dendritic cell 
Monocytes were isolated from PBMCs with CD14+ immunomagnetic beads (Miltenyi Biotech) as 
described by the manufacturer recommendations. Isolated CD14+ cells were cultured in complete 
RPMI 1640 medium with GM-CSF (100 ng/mL) and IL-4 (50 ng/mL) for 5 days. Mature dendritic cells 
were obtained by adding TNF-α (50 ng/ml), IL-1β (50 ng/ml) and IL-6 (50 ng/ml) for two additional 
days and used in functional assays after phenotypic analysis. 
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Lentiviral vector production  
Human tagged CD226 cDNA (NM_006566, Origene) was cloned into PCDH-EF1-copGFP-T2A-Puro vectors 
kindly provided by Kazuhiro Oka (Addgene plasmid # 72263; http://n2t.net/addgene:72263 ; RRID : 
Addgene_72263). Lentivirus pseudotyped with a baboon retroviral envelope glycoprotein (BaEV-LVs) and 
measles virus glycoprotein-displaying LVs (hemagglutinin and fusion protein LVs [H/F-LVs]) that 
efficiently transduce IL-7 stimulated primary human T lymphocytes were used (Girard-Gagnepain et al., 
2014; Levy et al., 2017). Self-inactivating HIV-1–derived vectors encoding CD226 and/or GFP, were 
generated by transfection of 293T cells as described in detail elsewhere (Levy et al., 2017). Eighteen 
hours after transfection, the medium was replaced by Opti-MEM supplemented with HEPES (Invitrogen). 
Viral supernatants were harvested 48hrs after transfection and filtered. The vectors were concentrated 
at low speed overnight at 3000g at 4°C. Infectious titers (in transduction units [TU]/ml) were determined 
by fluorescence-activated cell sorting (FACS) of target cells using serial dilutions of the supernatants 
added to the 293T cells.  
 
Transductions of human CD8+ T cells        
FACS sorted effector memory CD226- and CD226+ CD8+ T cells were cultured in RPMI complete medium 
supplemented with IL-7 (1 ng/ml) for two days and transduced with either control-GFP or CD226-GFP 
lentivirus on retronectin-coated 96-well plate at a MOI of 10. After 48hrs, cells were analyzed for GFP 
expression and tested in functional assays. 
 
TCR signaling analysis 
Sorted CD226- and CD226+ CD8+ Tem cells were stimulated with anti-CD3 mAbs (10µg/ml; UCHT-1- 
Thermo fisher) followed by goat anti-mouse Fab’2 secondary antibody (20µg/mL; Jackson 
ImmunoResearch) cross-linking or with plate bound anti-CD3 (OKT3, eBioscienes, 10µg/ml) for indicated 
time. Cells were then homogenized in RIPA lysis buffer (Sigma-Aldrich) supplemented with complete 
protease inhibitor tablet (Roche). Cell extracts were separated by SDS-PAGE and transferred onto PVDF 
membranes (Bio-Rad). Immunoblots were performed with phospho-specific antibodies (Cell Signaling 
Technology) to PLC γ1 (Tyr783), ZAP-70 (Tyr319), LAT (Tyr191), ERK1/2 (Thr202 and Tyr204) and AKT 
(Ser473) followed by appropriate HRP-conjugated secondary antibodies (Cell Signalling technology). The 
proteins were visualized by ECL-Plus (GE Healthcare) using Pxi (Syngene) or ImageQuant LAS 500 (GE 
Healthcare Life Sciences) imaging systems. For phospho-specific flow cytometry, purified CD8+ T cells 
were incubated with biotin-conjugated anti-CD3 (10µg/ml; OKT3) for 15 min on ice, washed with ice-cold 
PBS and incubated with cross-linking anti-biotin secondary antibody on ice for additional 15 minutes.  
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Cells were then stimulated at 37°C for the indicated times. Cells were fixed with pre-warmed 
Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 10 min and permeabilized with Perm III solution (BD 
Biosciences) for 30 min on ice. Cells were washed in FACS buffer solution and stained with anti-SLP76 
(Y128) and anti-CD247 (Y142) for 1 hr and phosphoproteins were detected by flow cytometry. 
Investigation of intracellular calcium flux in CD8+ T cells was performed according to previous protocols 
(Lee et al., 2012) using Calcium Assay kit (BD Biosciences). Briefly calcium dye-loaded CD8+ T cells were 
coated with anti-CD3 mAbs (10µg/ml; OKT3) for 15min on ice, washed with ice-cold PBS and activated 
with goat anti-mouse Fab’2 secondary antibody at 37°C (13 µg/ml) before flow cytometry analysis of 
calcium influx. 
 
Library construction for RNA sequencing.  
Total RNA was extracted from freshly FACS purified CD226- or CD226+ CD8+ Tems or activated for 24 hr 
with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads (T cell expansion kit, Miltenyi Biotec) using RNeasy micro kit 
(Qiagen) according to the manufacturer’s instruction. The quality of the isolated total RNA from each 
sample was checked on 2200 Tapestation System (Agilent, Santa Clara, USA) using the RNA ScreenTape 
assay and the quantitation was performed using the NanoVue Plus Spectrophotometer (Biochrom Ltd, 
Cambridge, UK).  100-300 ng of total RNA per sample with a RNA integrity number >8 were used for 
library preparation. The RNA-Seq library preparation was performed using TruSeq Stranded mRNA 
Sample Preparation kit (Illumina, San Diego, Calif) according to the manufacturer’s instructions (High 
Sample Protocol). The RNA-Seq libraries were checked on the 2200 Tapestation System (Agilent) using 
the High-Sensitivity DNA 1000 ScreenTape assay. Libraries were quantified by qPCR on a LightCycler 480 
System (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, Calif) using KAPA Library Quantification Kit for 
Illumina platforms (Kapa Biosystems, Boston, Massachusetts). Libraries were then pooled in equal 
quantities, checked and quantified using same techniques (2200 Tapestation and LightCycler 480). 
Paired-end sequencing (2 x 150 bps) of these libraries was performed on a NextSeq 500 Illumina 
sequencing platform (Illumina) by 2 successive runs using NextSeq 500 High Output kit v2 (Illumina) 
generating in average 20 million pairs of reads per sample. RNA-Sequencing data from the CD138- 
fractions of 73 newly diagnosed MM patient BM aspirates have already been described (GSE63473; 





RNA-seq bioinformatic analysis 
Fastq files were aligned to the Ensembl GRCh38 human reference genome using STAR (version 2.4.2 
(Dobin et al., 2013) and gene expression summary was obtained using the Subread featurecount 
algorithm (version 1.4.6) (Liao et al., 2014). Read counts were normalized using the DESeq function (Love 
et al., 2014) retaining only genes expressed (more than 10 aligned reads) in at least 50% of 
samples. Principal component analysis (PCA) was created from normalized reads as described previously 
(Varet et al., 2016). The R packages Sartools (https://github.com/PF2-pasteur-fr/SARTools) using DESeq2 
(Love et al., 2014) was used to perform differential gene expression analysis (Love et al., 2015). Genes 
differentially expressed with p value <0.01 and FC>2 with Benjamini-Hochberg (BH) multiple testing 
correction at 1% false-discovery rate (FDR) were considered. To perform the gene set enrichment 
analysis, R fGSEA package was used to derive the absolute enrichment scores using C7 immunologic 
signatures (The signatures were generated by manual curation of published studies in human and mouse 
immunology) of the Molecular Signature Database version 6.0 (Subramanian et al., 2005).  
 
TCGA transcriptomic analysis 
Gene expression data (RNA-seq) of TGCA breast cancer cohort (BRCA) was accessed through the 
cBioportal for Cancer Genomics (http://www.cbioportal.org) using the R-based package CGDS-R and 
following the TCGA guidelines for the use of TCGA data (https://cancergenome.nih.gov/). For Kaplan-
Meier plots, optimal cutoffs were determined with the survival R package and the Log-Rank p values 
were corrected using the Benjamini-Hochberg method.  
 
Mouse Models  
Mouse strains were maintained either in the SPF animal facility of the US006 CREFRE-Inserm/UPS which 
is accredited by the French Ministry of Agriculture (accreditation number A-31 55508) or in the SPF 
animal facility of the QIMR Berghofer Medical Research Institute. Tumor experiments used both male 
and female mice between 6 and 12 weeks of age. Donors and recipients of adoptive T cell transfers were 
sex matched. Animal experiments were conducted and approved by the QIMR Berghofer Medical 
Research Institute Animal Ethics Committee and the Ministère de l'enseignement supérieur, de la 
recherche et de l'innovation (APAFIS#5614-20 16060815487810 v4) and are in compliance with the 
French and Australian regulations on care and protection of laboratory animals. For survival analysis, 
mice were monitored daily according to institutional ethic guidelines, and were euthanized when mice 
developed signs of reduced mobility including paralysis, hunched posture, or respiratory distress. All 
mice used in this study were on a C57BL/6 genetic background.  
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WT mice were purchased from Janvier laboratories or from the Walter and Eliza Hall institute for Medical 
Research. OT1 (Hogquist et al., 1994), Pmel-1 (Overwijk et al., 2003), Cd226–/– (Gilfillan et al., 2008), 
Rag2–/–Il2rg–/– (von Scheidt et al., 2014) and Cd8-/- (Fung-Leung et al., 1991) have already been described. 
Cd155-/- mice (Kamran et al., 2013) were kindly provided by the Dr Yoshimi Takai (Kobe University, Kobe, 
Japan). Eomes fl/fl x Cd4CRE mice (Zhu et al., 2010) were kindly provided by Anne Dejean (CPTP institute, 
Toulouse, France).  
 
Cell lines, cell culture, plasmids and transduction 
Well described MC38 colon cancer cell line, B16F10 melanoma cell line and variants expressing 
constitutively OVA protein (B16F10-OVA) or stably expressing the MHC-I molecule H-2Kb (B16K1) 
(Porgador et al., 1989) were used in this study. Cells were cultured in DMEM medium containing 10% 
heat-inactivated fetal calf serum (FCS). Cells were tested negatively for mycoplasma contamination and 
maintained in culture for a limited number of passages. Transplantable Vk∗MYC MM cell line (Vk12653) 
were kindly provided by Bergsagel. L (Mayo clinic, USA). Transplantable MM cell line Vk12653 were 
generated and expanded as previously described (Chesi et al., 2008; Guillerey et al., 2015). Briefly, these 
cells were maintained in Rag2-/-Il2rg-/- mice to avoid contamination with host-derived lymphocytes as 
described previously (Guillerey et al., 2015). 
 
Mouse tumor implantation, tumor digestion and tumor volume measurements 
The left flank of mice was shaved and B16F10 (5 x 105), B16-OVA cells (5 x 105), B16K1 cells (106), MC38 
(2 x 106) were injected subcutaneously (s.c.) in 100 µl of PBS. Tumor volume were estimated by 
measuring the tumor size in two dimensions using a caliper. The tumor volume was calculated according 
the formula (length x width2 / 2). Tumors were measured three times per week. Mice were sacrificed at 
the indicated time points or when the estimated tumor volume reached > 2 cm3. TILs were analyzed as 
previously described. Briefly, solid tumors were excised, manually dissociated and digested enzymatically 
with Tumor Dissociation Kit (Miltenyi Biotec) and then incubated at 37°C for half an hour. After 
incubation, digested tumors were mashed through 70μm filters and washed with PBS before TILs 
analysis. Vk12653 MM cells (2 × 106) were injected i.v. into tail vein of indicated strains of mice. The 
percentage of monoclonal Ig in the serum was quantified by serum protein electrophoresis (Sebia 
Hydrasys system). The phenotype, percentage and number of BM B220-CD138+CD155+PCs and CD8+ TILs 







Mouse T-cell functional assays 
For cytokine production assays, total splenocytes, TILs or freshly isolated CD8+ T cells were stimulated 
with plate-bound anti-CD3 (3µg/ml; 145-2C11, BioLegend) and anti-CD28 (1 µg/ml; 37.51, BioLegend), 
ova-peptide (Sigma, 10 µg/mL) or with Phorbol myristate acetate (PMA; 50ng/ml, Sigma) and ionomycin 
(1µg/ml,  Sigma) in the presence of Golgi Plug (BD biosciences) and/or Golgi Stop (BD Biosciences) for 
5hrs. Intracellular cytokine staining was performed as described above. For T cell proliferation assay, 
freshly sorted CD8+ T cells were loaded with CTV (Thermofisher) according to manufacturer’s instructions 
prior to stimulation. CTV dilution was analyzed after 4 days. Cytokine levels were measured in the 




Immune checkpoint blockade treatment (ICB treatment) was started on palpable B16K1 tumors (50- 
100 mm3 volume). Mice received three i.p. injections of anti-PD-1 mAb (200μg; RMP1-14 clone BioXcell) 
or rat irrelevant IgG isotype controls (200µg; 2A3, BioXcell) at three- to four-day intervals. Tumors were 
measured three times per week as described above. TILs phenotypic and functional analysis was 
performed at the end of the treatment, 19 days after B16K1 tumor cell injection. Alternatively, MC38 (1 x 
105) were s.c. injected into the indicated strains of mice in a final volume of 200μl (day 0). Mice were 
treated on days 10, 14, 18 and 22 (relative to tumor inoculation) with cIg (250µg i.p; Mac4, BioXCell), 
anti-PD-1 (250µg i.p., RMP1-14, BioXCell) or anti-CTLA4 (100µg i.p., 9D9 IgG2a, BMS). Some groups of 
mice received cIg (250µg i.p.) or anti-DNAM-1 (250µg i.p., 480.1) on days 9, 10, 14, 17, 20, 24 and 28. 
Digital callipers were used to measure the perpendicular diameters of each individual tumor.   
 
TNFR agonist treatment. 
C57BL/6 WT, Eomes fl/fl x Cd4CRE, OT-1 or Pmel-1 mice were treated by i.p. injection with anti-CD137 
mAbs (100µg; 3H3,BioXcell, twice a week), anti-mouse OX40 (200µg; OX-86,BioXcell, twice a week), anti-
mouse GITR (200µg; DTA-1–,BioXcell, twice a week) or with control IgG (HRPN,BioXcell). After 2-3 weeks, 
lymphoid organs were isolated for CD8+ T cell phenotypic analysis and functional assays. For dose-
response experiments, C57BL/6 mice were treated with 1, 10 or 100µg of anti-CD137 mAbs twice a week 








Adoptive T cell Transfer experiments 
Naïve CD226+ CD8+ T cells were isolated from the spleen of OT-1 or WT mice using mouse CD8+ T cell 
enrichment kit (Miltenyi Biotec) followed by FACS purification using FACSaria™ Fusion (BD biosciences). 1 
x 106 OT-1 were adoptively transferred by tail vein injection into Rag2-/-Il2rg-/- or Cd8a-/- mice injected 
with B16F10 or B16F10-OVA tumors for 6 days (5 x 105; s.c). One week later, CD8+ T cells were isolated 
from the spleen and tumors and analyzed for CD226 expression as described above. Alternatively, 1 x 
106 WT CD8+ T cells were transferred by tail vein injection into Rag2-/-Il2rg-/- mice, blood was collected by 
retro-orbital puncture under isoflurane anesthesia 7 days later and CD8+ T cell phenotype was analyzed 
by flow cytometry. Mice were then treated by 3 injections of anti-CD137 mAbs (100µg; 3H3 – BioXcell; 
i.p) or control IgG (HRPN – BioXcell) and lymphoid organs were collected for subsequent CD8+ T cells 
analysis by flow cytometry. 
 
Adoptive Cell Transfer (ACT) Therapy 
ACT immunotherapy was performed as previously described (Glodde et al., 2017). Briefly, when s.c. 
transplanted B16F10 melanomas reached a size of > 5mm in diameter mice were preconditioned by a 
single i.p. injection of 2mg (~100mg/kg) cyclophosphamide in 100 µl PBS followed by intravenous 
delivery of 1 x 106 hgp100-specific CD226+ or CD226- CD8+ Pmel-1 T cells (in 200µl PBS) the next day. 
CD226+ or CD226- Pmel-1 T-cells were isolated by FACS from spleens from anti-CD137 mAbs treated mice 
as described above. 50µg of CpG 1826 (MWG Biotech) and 50µg of polyinosinic:polycytidylic acid 
(poly(I:C), Invivogen) in 100 µl PBS were injected peritumorally 3, 6, and 9 days after adoptive Pmel-1 T 
cell transfer and tumor growth and survival monitored. 
 
Statistical Analysis 
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 Software.  Mann-Whitney U test or paired 
and unpaired student t test were used for single comparisons between two groups.  For comparison of 
three or more groups, one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test, Holm-Sidak multiple test 
correction, or non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison post-test were used. 
Differences in survival were evaluated with the Mantel-Cox test.  P < 0.05 was considered statistically 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 
Figure S1, related to Figure 1. Human CD226- and CD226+ CD8+ T cell phenotype and functions.  
(A) Representative FACS Plots showing the expression of the indicated markers on CD226- (blue) and 
CD226+ (red) CD8+ T cells from healthy donor peripheral blood cells. From n = 20 HD. (B) Graphs showing 
the absence of correlation between the CD8 + CD226- percentage and age or gender of healthy donors, 
W= women, M= men. From n = 25 HD. (C) Graphs showing the concentration of the indicated 
chemokines produced by purified CD226- and CD226+ CD8+ Tems stimulated for 48hrs with α-
CD2/CD3/CD28 microbeads. Mean + SD from triplicate wells, representative experiments of n=5 HD. (D) 
Graphs showing the expression of CD107a, IFN-γ and TNF-α by CD226- and CD226+ CD8+ Tems after 6hrs 
of stimulation in presence of FcγR+ P815 cell line coated with increasing concentrations of anti-CD3 mAbs 
(clone OKT3). From n = 3-5 HD. (E) Graphs showing the concentration of the indicated cytokines 
produced by purified CD226- and CD226+ CD8+ Tems stimulated for 48hrs with PMA and ionomycin. 
Mean + SD from triplicate wells, representative experiments of n = 5 HD. (F) Representative FACS plots 
showing the intracellular production of IFN-γ and TNF-α by CD226- and CD226+ CD8+ T cells activated by 
PMA (50ng/ml) and ionomycin (1µg/ml). From n = 3 HD. (G) Representative histograms showing the 
expression of phosphorylated (p) SLP76 by purified CD226- or CD226+ CD8+ Tems stimulated with α-CD3 
(OKT3, 10µg/ml) for 0, 1 or 5 minutes. From n = 5 HD. Data are presented as mean ± SEM with each 
symbol representing an individual HD. Correlations were assessed using a Spearman correlation test (B). 
Statistical differences between multiple groups were determined by one-way ANOVA followed by 
unpaired T test with Holm-Sidak correction (D). Statistical differences between two groups were 
determined using unpaired T test (B, C, E). * p<0.05,** p<0.01, *** p<0.001.    
 
Figure S2 related to Figure 2: Transcriptional profile of CD226+ and CD226- CD8+ T cells.  
(A-C) A global transcriptomic analysis of freshly isolated CD226- and CD226+ CD8+ Tn, Tcm and Temra 
cells from healthy donors was performed by RNA sequencing. (A) PCA analysis showing similar gene 
expression profiles between CD226- and CD226+ in resting Tn, Tcm and Temra samples.  (B) Volcano plots 
showing differentially expressed genes between CD226- and CD226+ cells among Tn, Tcm and Temra 
CD8+ T cells (Adjp<0.01, FC> 2).  (C) Heat maps of selected genes related to transcription factors, cell 
cycle, cytokines and immune receptors differentially expressed (Adjp <0.01, FC > 2) between activated 





Figure S3 related to Figure 3. Mechanisms of CD226- CD8+ T cell TCR defects.  
(A) CD226- and CD226+ CD8+ Tems were transduced with GFP control or CD226-GFP measles virus 
glycoprotein-displaying LVs (H/F-LVs) for 48hrs. FACS plots showing the expression of GFP, CD107a, IFN-γ 
and TNF-α in CD226+ and CD226- cells stimulated for 6 hrs with α-CD2/CD3/CD28. Representative 
experiment from n = 2. (B) Representative FACS plot and graph recapitulating the percentages of CD226- 
and CD226+ CD8+ T cells expressing LFA-1 open conformation after 2hrs in the presence of TCR/MHC-I 
cross-linker (CytoStimTM) or PMA (50ng/ml) and ionomycin (1µg/ml). From n = 3 HD. (C) Graph 
recapitulating the proliferation of purified CD226- and CD226+ CD8+ Tems activated by α-CD2/CD3/CD28 
microbeads for 5 days in the presence of the indicated blocking mAbs or control IgG (10 µg/ml). (D) 
Graphs showing the IFN-γ concentration in the corresponding culture supernatants after 48 hrs. Mean + 
SD from triplicate wells of a representative donor. n.d : not detectable. (E) Graph showing the 
normalized mRNA counts for the indicated transcripts in purified CD226- and CD226+ CD8+ Tem activated 
(right) or not (left) detected by RNA sequencing as depicted in Figure 2. From n = 4-6 HD. Data are 
presented as mean ± SEM with each symbol representing an individual HD. Statistical differences 
between multiple groups were determined by one-way ANOVA with Tukey’s correction (C, D, E). 
Statistical differences between two groups were determined using unpaired T test (B). n.s  p>0.05, * 
p<0.05,** p<0.01, *** p<0.001.    
 
Figure S4, related to Figure 4. Dysfunctional CD226- CD8+ T cell accumulate in cancer patients.  
(A) Table showing the clinical features of IFM 2009 myeloma patients involved in this study. (B) 
Representative FACS plots and graph showing CD8+ T cell percentages in the bone marrow (BM) of newly 
diagnosed multiple myeloma patients (MM; n = 177) and healthy donors (HD; n = 20). (C) Representative 
FACS histograms and graph showing the percentage of CD226- cells among CD8+ Tems isolated from the 
BM of HD and MM patients. (D) Graph showing the correlation between the percentage of CD8+ TILs and 
their expression of CD226 in MM patients (n = 177). (E) Heatmap showing the correlations between 
CD226 and the indicated cytotoxic lymphocyte specific genes within BM aspirates from MM patients 
analyzed by RNA sequencing (GSE63473). (F-G) MM patient CD226- and CD226+ BM CD8+ TILs were FACS 
purified and stimulated with α-CD2/CD3/CD28 microbeads. (F) Representative histograms showing the 
proliferation of purified CD226- and CD226+ CD8+ TILS after 5 days. From n = 5 MM patients. (G) Graph 
showing the concentration of the indicated cytokines in the culture supernatants after 48 hrs. Mean + 
SEM from n = 12 MM patients. (H) Graphs showing the percentage of HLA-A*02-NYESO1 specific CD8+ 
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TILs among HLA-A*02+ MM patients with detectable HLA-A*02-NYESO1-PE multimers staining (left) and 
their CD226- frequency (right).  
(I) Breast cancer patient disease free (DFS) and overall survival (OS) correlate with CD226 expression. 
Graphs showing the p value according to the selected CD226 cutoff for Kaplan–Meier disease-free (left) 
and overall (right) survival estimates. RNA sequencing data from 1006 invasive breast Cancer (BRCA) 
patients from the TCGA database were analyzed. Correlations were assessed using a Spearman 
correlation test (D, E). Statistical differences between two groups were performed using a Mann 
Whitney U test (B,C) or Wilcoxon matched-pairs signed rank test (G). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
Figure S5, related to Figure 5: Dysfunctional CD226- CD8+ T cells accumulate upon tumor development. 
(A) Representative FACS plots showing the gating strategy used to identify naïve, effector memory and 
central memory compartments (Tn: CD44lowCD62L+, Tcm:CD44hiCD62L+ Tem:CD44hiCD62L-) CD8+ TILs 
isolated from B16F10 bearing mice. (B) Graph recapitulating B16F10 tumor volumes and the percentage 
of CD226- CD8+ TILs 13 and 19 days after B16F10 injection. n = 9 -20 mice/group pooled from 4 
independent experiments. (C) Representative FACS histograms and graph showing the percentage of 
CD226- CD8+ Tems in the BM of WT mice 0, 14, 21 and 35 days after VK12653 myeloma cell injection. n = 
18-30 mice per group pooled from 4 independent experiments. (D) Graph showing the correlation 
between the percentages of CD226- CD8+ TILs and tumor volumes in WT mice injected with B16F10. n = 
37 mice. (E) Graph showing the Spearman correlation between the percentage of CD226- CD8+ Tems and 
tumor growth in the BM of WT mice injected with VK12653 myeloma cells. n = 35 mice.  (F-G) 106 ova-
specific CD226+ CD8+ naïve T cells were isolated from the spleen of OT-1 mice and injected i.v into Rag2-/-
gc-/- (F) or Cd8a-/- mice (G) bearing B16F10 or B16F10-ova tumors. (F) Representative FACS plots showing 
the presence of intratumor OT-1 CD8+ Tem cells 7 days post transfer into B16F10 or B16F10-ova bearing 
Rag2-/-gc-/- mice. Pooled data from 2 experiments. (G) Representative FACS plots and histogram showing 
the presence of intratumor OT-1 CD8+ T cells and their CD226 expression 7 days post transfer into Cd8a-/-
 mice. Pooled data from 3 experiments. Data are presented as mean ± SEM with each symbol 
representing an individual mouse. Statistical differences between multiple groups were determined by 
one-way ANOVA with Tukey’s correction (C) and differences between two groups were assessed using a 
Mann Whitney (B). Correlations were assessed using a Spearman correlation test (D-E).  *p<0.05, 





Figure S6 related to Figure 6. Immune checkpoint blockade efficacy relies on CD226 
(A) Representative FACS plot and graph showing similar PD-1 expression among CD226+ and CD226- CD8+ 
TILs isolated from human breast cancer. n = 10 patients. (B) Graphs showing the percentage of B16K1 
infiltrating CD8+ T cells and proliferating Ki67+ CD8+ Tems in Ig control (cIg) or anti-PD-1 treated mice. 
From n=10-12 mice/group pooled from 3 independent experiments. (C) Groups of C57BL/6 wild type 
(WT) and Cd226-/- mice (n = 10-12 mice/group) were injected s.c. with 1 x 105 MC38 colon 
adenocarcinoma cells. Mice were treated on days 10, 14, 18 and 22 (relative to tumor inoculation) with 
cIg (350µg i.p.) or anti-PD-1 (250µg i.p., RMP1-14) and anti-CTLA4 (100µg i.p., 9D9 IgG2a, BMS), as 
indicated. Tumor area (mm2) was measured every 2-4 days. Data are presented as mean ± SEM with 
each symbol representing an individual mouse. Statistical differences between multiple groups were 
determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis (C) and differences between two groups 
were assessed using paired T test (A) or Mann-Whitney (B). *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001. 
 
Figure S7 related to Figure 7: Tumor induced CD226- CD8+ T cells accumulation depends on Eomes 
expression. 
(A-G) CD4crexEomesfl/fl (EomesKO) and CD4WTxEomesfl/fl  (EomesWT) mice WT mice were injected with 
B16F10 (A-C) or VK12653 (D-G) cell lines. (A) Graph showing the tumor growth of B16F10 in EomesKO and 
EomesWT mice. (B-C) Representative FACS plots showing TIL gating strategy (B) and graphs (C) 
recapitulating the percentages of total CD8+ T cells and Tems (CD44hiCD62L-) from tumor lesions of 
EomesKO and EomesWT tumor bearing mice. (D) Representative FACS plots (left) and graph (right) 
recapitulating the percentage of CD155+CD138+ malignant PC in the BM of MM bearing EomesKO and 
EomesWT mice. (E-F) Representative FACS plots showing gating strategy (E) and graphs recapitulating (F) 
the percentages of CD8+ T cells and Tem CD8+ from the BM of MM bearing EomesKO and EomesWT mice. 
(G) Representative FACS plots and graphs showing Eomes and CD226 expression by CD8+ Tems in the BM 
of MM bearing EomesKO and EomesWT mice. Data pooled from 2 independent experiments n = 14 
mice/group. Data are presented as mean ± SEM with each symbol representing an individual mouse. 






Figure S8 related to Figure 7 and 8: Anti-CD137 mAb treatment induces CD226 loss  
(A-C) C57BL/6 mice were treated with control Ig (cIg; 100µg, 2A3, twice a week) or anti-CD137 mAbs (1-
100µg; 3H3, twice a week). (A) Graphs showing increased CD8+ Tem frequencies in the spleen (SP, left) 
and inguinal lymph nodes (PLN, right) of anti-CD137 treated mice. n= 9 mice/group. (B) Representative 
FACS plots (left) of CD226 expression by CD8+ T cells isolated from the bone marrow (BM), SP and PLN 
and histograms (right) showing the expression of CD226 among SP CD8+ Tem, Tcm and Tn from anti-
CD137 mAbs treated mice. (C) Graph showing the percentage of CD226- CD8+ Tems isolated from the 
spleen of C57BL/6 mice treated with the indicated doses of anti-CD137 mAbs. (D-E) C57BL/6 WT mice 
were treated with cIg or TNFR agonists mAbs:  anti-OX40 (100µg; OX-86, twice a week), anti-GITR 
(100µg; DTA-1, twice a week) and anti-CD137 (100µg; 3H3, twice a week). Graphs showing the 
percentages of Eomes+ (D) and CD226- (E) among SP CD8+ Tems. n= 10 mice/group pooled from 2 
independent experiments. (F) CD226+ naive T cells were purified from WT mice and transferred into 
RAG2-/-γc-/-mice. Representative FACS plots (left) and graph (right) showing the percentage of 
CD44hi memory CD8+ T cells and their expression of CD226 in the blood 7 days post transfer. n = 10 
mice/group pooled from 2 independent experiments. (G) Representative FACS Plots and histograms 
showing the expansion of splenic CD226- CD8+ Tems in OT-I mice treated with α-CD137 mAbs as 
compared to cIg. (H) Graph showing the CD226 mRNA relative expression determined by qRT-PCR in 
CD226- and CD226+ CD8+ Tems isolated from the spleen C57BL/6 mice treated with anti-CD137 mAbs. n = 
3 mice, representative experiment out of 3. Data are presented as mean ± SEM with each symbol 
representing an individual mouse. Statistical differences between multiple group were determined by 
one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis (C-E). Statistical differences between two groups were 







III. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
Les immunothérapies sont des traitements incontournables dans le traitement de nombreux 
cancers qui visent à mobiliser le système immunitaire du patient pour éradiquer les cellules 
tumorales. Contrairement aux thérapies ciblées dirigées directement contre les cellules 
cancéreuses, les immunothérapies actuelles ciblent principalement les récepteurs inhibiteurs 
des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques PD-1 et CTLA-4 afin de potentialiser leurs fonctions 
antitumorales. Bien que les immunothérapies conduisent à une prolongation de la vie de 
nombreux patients, notamment ceux atteints de mélanome et du cancer du poumon non à 
petites cellules, leurs effets ne sont favorables que pour un faible pourcentage d’entre eux et 
dans un nombre limité de cancers. Ainsi, il est nécessaire de poursuivre les recherches pour 
identifier de nouvelles cibles qui régulent les fonctions effectrices des LT CD8+. CD226 est un 
récepteur activateur impliqué dans les fonctions cytotoxiques des LT CD8+ et des cellules NK (A. 
Shibuya et al. 1996) ainsi que dans la différentiation des LT CD4+ en LTTH1 CD4+ et des LTTH17 
CD4+  (Dardalhon et al. 2005; Gaud et al. 2018; Lozano et al. 2013). De nombreux travaux ont 
ainsi suggéré au travers de l’utilisation de modèles murins CD226-/- que CD226 joue un rôle 
majeur dans l’éradication des cellules tumorales exprimant ses ligand CD112 et CD155 (Gilfillan 
et al. 2008; Guillerey et al. 2015; Iguchi-Manaka et al. 2008; Tahara-Hanaoka et al. 2006) et qu’il 
favorise le développement de maladies auto-immunes (Dardalhon et al. 2005; Gaud et al. 2018; 
Lozano et al. 2013). Dans une approche visant à élaborer de nouvelles immunothérapies 
antitumorales, nous avons donc voulu caractériser davantage la distribution de l’expression de 
CD226 à la surface des LT CD8+ et caractériser ses propriétés immunorégulatrices. Nos 
expériences réalisées à la fois sur des LT CD8+ issus du sang périphérique d’individus sains et sur 
des LT CD8+ infiltrant les tumeurs chez des patients atteints de cancer indiquent que l’absence 
de CD226 est un mécanisme majeur de l’hyporéponse des LT CD8+ à la stimulation du TCR qui 
limite leurs fonctions effectrices. Des modèles murins pré-cliniques nous ont permis de mettre 
en évidence que la progression tumorale  conduit au développement de LT CD8+ CD226- 
hypofonctionnels via le facteur de transcription Eomes. De façon importante, nos résultats 
indiquent que l’absence de CD226 à la surface de LT CD8+ infiltrant les tumeurs identifie des LT 
CD8+ qui ne répondent pas à l’immunothérapie anti-PD-1, ce qui suggère fortement que CD226 




A. Rôle de CD226 dans l’activation des LT CD8+  
1. Le récepteur CD226 : marqueur phénotypique ou fonctionnel  
Mon travail de thèse a initialement consisté à analyser la distribution de l’expression de CD226 
à la surface des LT CD8+ dans le sang circulant d’individus sains. CD226 permet d’identifier deux 
populations distinctes de LT CD8+ : les LT CD8+ CD226+ et les LT CD8+ CD226-. Les LT CD8+ CD226- 
et LT CD8+ CD226+ expriment des niveaux similaires de nombreux marqueurs spécifiques des LT 
CD8+ et sont distribués de façon homogène au sein des quatre sous-types de LT CD8+ (LTN naïfs, 
LTCM centraux mémoires, LTEM effecteurs mémoires et LTEMRA effecteurs mémoires terminaux), 
ce qui indique que l’expression de CD226 n’est pas corrélée à un état de maturation des 
lymphocytes T CD8+. Par ailleurs, l’analyse du répertoire TCRVβ des LT CD8+ CD226- et LT CD8+ 
CD226+ révèle que les deux populations sont caractérisées par une oligoclonalité similaire, 
suggérant ainsi que CD226 n’est pas associé à une différentiation lymphocytaire issue d’une 
stimulation par un antigène spécifique. L’analyse des profils transcriptomiques des LT CD8+ 
CD226+ et les LT CD8+ CD226- au sein des LTN, LTCM, LTEM et LTEMRA confirme l’ensemble de ces 
résultats en indiquant que les deux populations possèdent des programmes cellulaires 
relativement identiques. Ainsi, nous avons fait l’hypothèse que CD226 est récepteur qui 
identifie deux populations de LT CD8+ aux propriétés fonctionnelles différentes. L’analyse des 
capacités de prolifération et de sécrétion de cytokines effectrices a en effet permis de révéler 
que suite à la stimulation du TCR, les LT CD8+ CD226- prolifèrent peu et sécrètent 
significativement moins de cytokines pro-inflammatoires par rapport aux LT CD8+ CD226+. Par 
ailleurs, nos expériences de lyse redirigée ont également révélé que les LT CD8+ CD226- ont des 
défauts de dégranulation de molécules lytiques vis-à-vis de cibles tumorales (lignée de 
mastocytomes P815). L’analyse des profils transcriptomiques des LTEM CD8+ CD226- et CD226+ 
a confirmé que CD226 joue un rôle important dans l’acquisition d’un programme fonctionnel 
résultant de l’activation du TCR. Bien que la stimulation du TCR induise une reprogrammation 
transcriptionnelle au sein des LT CD8+ CD226-, elle conduit en effet à la surexpression de gènes 
impliqués dans la prolifération, le cycle cellulaire et la production de cytokines pro-




La nécessité de CD226 dans le signal activateur issu de l’engagement du TCR a notamment été 
confirmé dans nos expériences de transduction lentivirales qui démontrent que l’expression 
forcée de CD226 restaure la sécrétion de cytokines effectrices par les LT CD8+ CD226-. Ainsi, le 
deuxième objectif de ma thèse a consisté à caractériser davantage le rôle de CD226 dans la 
transduction du signal TCR des LT CD8+.  
2. CD226 est nécessaire à la transduction du signal TCR des LT 
CD8+   
CD226 contient dans sa partie cytoplasmique deux sites putatifs de phosphorylation impliqués 
dans la transduction du signal issu de son engagement, la sérine 329 ( S329 chez l’Homme, S326 
chez la souris) et la tyrosine 322 (Y322 chez l’Homme, Y319 chez la souris)(A. Shibuya, Lanier, 
and Phillips 1998). Bien qu’il ait été démontré que la phosphorylation de la sérine 329 par la PKC 
soit impliqué dans la liaison de CD226 à ses ligands exprimés par les cellules cibles (A. Shibuya, 
Lanier, and Phillips 1998), son rôle dans la transduction d’un signal activateur reste encore 
controversé (A. Shibuya, Lanier, and Phillips 1998; Z. Zhang et al. 2015). Conformément aux 
travaux initiaux ayant indiqué que la stimulation de CD226 conduit à la phosphorylation d’une 
tyrosine cytoplasmique (A. Shibuya et al. 1996), il a été démontré que la tyrosine cytoplasmique 
Y322 du motif consensus ITT-like YVNY est nécessaire à l’activation des fonctions cytolytiques 
des cellules NK dont CD226 est engagé (Z. Zhang et al. 2015). La tyrosine et l’asparagine du 
motif ITT-like YVNY sont deux acides aminés majeurs qui constituent un site d’ancrage de la 
sous-unité SH2 de la protéine adaptatrice Grb2. Grb2 recrute par la suite les protéines PI3K, 
Vav-1 et la PLC-γ impliquées dans l’activation de Erk et d’Akt ainsi que dans l’augmentation du 
flux calcique intracellulaire (Z. Zhang et al. 2015). Une étude plus récente a par ailleurs confirmé 
que la costimulation de CD226 amplifie la transduction du signal TCR via l’association entre 




Au vu de nos résultats qui indiquent que les LTEM CD8+ CD226- ont un défaut de phosphorylation 
de Erk et d’Akt ainsi qu’un faible signal calcique en réponse à la stimulation du TCR, CD226 
semble donc jouer un rôle majeur dans l’optimisation de la transduction du signal TCR. Par 
ailleurs, la similitude du domaine cytoplasmique de CD226 et de celui de CD28 YMNM tend à 
confirmer que les protéines impliquées dans leurs voies de signalisation sont identiques. Ainsi, 
on suggère fortement qu’au sein des LT CD8+ activés par le TCR, CD226 costimule le signal TCR 
en augmentant l’activation de la PLC-γ et de la PI3K à l’origine de l’activation des facteurs de 
transcription NFAT et NFκB. De façon similaire à CD28, on peut donc imaginer que CD226 diminue le 
seuil d’activation du TCR en régulant positivement la voie de signalisation de l’IL-2, à la fois en 
augmentant l’expression de CD25 et en augmentant la production d’IL-2. Cette hypothèse semble être 
confortée par nos résultats qui indiquent que les LTEM CD8+ CD226- activés ont un défaut d’expression de 
CD25 ( résultats non montrés) et qu’ils sécrètent très peu  d’IL-2 à l’origine de  leur faible  prolifération. 
Tandis que CD28 est nécessaire à l’activation et l’expansion clonale des LT CD8+ naïfs (Acuto and Michel 
2003), CD226 pourrait représenter le récepteur coactivateur majeur des LT CD8+ effecteurs nécessaire à 
leur activation par le TCR.  
 
Les transductions de lymphocytes T avec des lentivirus codant pour la forme sauvage ou des formes 
mutées de CD226 ( Y322F et S329F) réalisées au laboratoire nous permettront de caractériser davantage 
les rôles respectifs de la sérine 329 et de la tyrosine 322 de CD226 dans le signal TCR et les fonctions 
effectrices des LT. Par ailleurs, elles nous permettront d’évaluer par immunoprécipitation les différents 
partenaires protéiques de CD226 et si la sérine 329 et de la tyrosine 322 sont impliqués dans ces 
interactions.  
 
De nombreux travaux ont indiqué que le signal TCR est amplifié et maintenu via la formation de 
microclusters membranaires comprenant de nombreuses protéines impliquées dans la transduction du 
signal dont ZAP-70, LAT et SLP-76 (Sherman et al. 2011). Il a notamment été observé que SLP-76 
initialement situé en périphérie des microclusters de TCR s’associe à LAT via un mécanisme de 
polymérisation dynamique de l’actine afin de former des nanostructures nécessaires à l’activation des 
lymphocytes T par le TCR (Sherman et al. 2011). L’inhibition de la formation de ces nanostructures est en 
effet corrélée à une motilité réduite de SLP-76 et à une hyporéponse à la stimulation du TCR, conduisant 
à une diminution du flux calcique intracellulaire et à un défaut d’activation de NFAT (Bunnell et al. 2006; 




Au vu du rôle majeur du cytosquelette d’actine dans la formation d’une synapse immunologique 
mature (Dustin and Cooper 2000) et de son association avec CD226 au sein des LT stimulés par 
le TCR (Ralston et al. 2004), on peut suggérer que CD226 est une protéine adaptatrice impliquée 
dans la réorganisation spatiale des molécules de signalisation au niveau de la synapse des LT 
CD8+. Des travaux ont notamment suggéré que les protéines WASP et Nck liant le cytosquelette 
d’actine et SLP-76 en périphérie de la synapse jouent un rôle majeur dans les réactions de 
polymérisation-dépolymérisation de l’actine impliquées dans la relocalisation des protéines de 
la voie de signalisation du TCR (Barda-Saad et al. 2005). La localisation de LFA-1 en périphérie de 
la synapse immunologique (Grakoui et al. 1999) et son association avec CD226 dans les LT 
activés (K. Shibuya et al. 1999) tend à suggérer que de façon similaire à WASP, CD226 est 
impliqué dans le recrutement des protéines de signalisation situées en périphérique via la 
polymérisation de l’actine au niveau des microclusters de TCR plus centraux.  
Ces hypothèses sont en accord avec une étude plus récente qui indique que des structures 
riches en intégrine situées en périphérie des microclusters de TCR sont nécessaires aux 
fonctions effectrices des lymphocytes T stimulés par le TCR (Hashimoto-Tane et al. 2016). Le 
défaut de phosphorylation de ZAP-70, LAT et SLP-76 au sein des LT CD8+ CD226- activés par le 
TCR pourrait donc indiquer que CD226 recrute ces protéines au niveau du TCR afin de favoriser 
leur activation et transduire le signal. 
3. CD226 est nécessaire au changement conformationnel de LFA-1  
De façon importante, nos résultats indiquent que CD226 est impliqué dans la transduction du 
signal TCR « inside-out » qui conduit au changement conformationnel de LFA-1. Le changement 
conformationnel de LFA-1 augmente l’interaction de LFA-1 avec son ligand ICAM-1 exprimé par 
les cellules cibles afin de stabiliser les contacts intercellulaires et activer les LT CD8+ (D. Li, 
Molldrem, and Ma 2009). Selon les travaux qui ont démontré que CD226 s’associe avec LFA-1 au 
sein des LT activés par le TCR (K. Shibuya et al. 1999) et que la stimulation conjointe du TCR et 
de LFA-1 conduit à la phosphorylation la tyrosine 322 de CD226 (K. Shibuya et al. 2003), on peut 




On peut en effet supposer que (i) la stimulation du TCR phosphoryle la sérine 329 de CD226, (ii) 
la sérine 329 induit l’association physique de LFA-1 et CD226 et conduit à l’ouverture de LFA-1 
(iii) l’interaction de LFA-1 avec son ligand induit la phosphorylation de la tyrosine 322 de CD226 
impliquée dans les fonctions effectrices des LT stimulés par le TCR (K. Shibuya et al. 2003). 
CD226 permettrait donc d’augmenter  les interactions entre LFA-1 et son ligand pour prolonger 
le temps de contact entre les LT CD8+ et leurs cibles et former une synapse immunologique 
mature (K.-H. Lee 2002). Bien qu’une brève interaction puisse engendrer une activation du 
lymphocyte T, des contacts plus longs ( environ 20 heures) sont associés à une diminution de 
leur motilité et à la production de cytokines telles que l’IL-2 et l’IFN-γ (Mempel, Henrickson, and 
von Andrian 2004). On peut donc supposer que l’altération des fonctions effectrices des LT CD8+ 
CD226- résulte d’un défaut d’interaction des LT CD8+ avec leur cible, défavorable à la 
transduction optimale des signaux activateurs issus de l’engagement du TCR. De façon 
complémentaire aux études préalables ayant démontré que l’engagement de LFA-1 est 
nécessaire à la prolifération des LT CD8+ activés par le TCR(K. Shibuya et al. 2003), nos résultats 
indiquent que l’engagement de LFA-1 est nécessaire à la sécrétion de TNF-α et d’IFN-γ par les LT 
CD8+ CD226+. Ainsi, au-delà de favoriser la formation d’une synapse immunologique mature, 
CD226 serait donc nécessaire au signal activateur résultant de l’engagement de LFA-1 à la 
surface des LT CD8+ activés. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que LFA-1 est une 
molécule d’adhésion dont l’engagement transduit un signal « outside-in »  nécessaire à 
l’activation de nombreuses kinases de la voie du TCR (D. Li, Molldrem, and Ma 2009; H.-T. Ni, 
Deeths, and Mescher 2001; Perez et al. 2003).  
De façon intéressante, une étude a révélé récemment que la protéine WASP est nécessaire à la 
réorganisation spatiale de microclusters de LFA-1 à la synapse immunologique et aux fonctions 
lytiques des LT CD8+ (Houmadi et al. 2018). Ainsi, si l’on imagine que CD226 et WASP possèdent 
des fonctions similaires, le récepteur CD226 serait initialement impliqué dans la structuration de 
nanoclusters de LFA-1 au niveau de la synapse immunologique, puis dans son changement 





4. CD226 pourrait agir indépendamment de ses ligands 
Le rôle de CD226 dans les fonctions effectrices des LT CD8+ a été essentiellement investigué in 
vitro et in vivo au travers d’expériences réalisées avec des anticorps monoclonaux ou des 
cellules cibles exprimant les ligands de CD226, CD112 et CD155 (Gilfillan et al. 2008; Iguchi-
Manaka et al. 2008; A. Shibuya et al. 1996). Cependant, nos travaux semblent indiquer que 
CD226 est nécessaire à l’activation du TCR indépendamment de son interaction avec ses ligands. 
En effet, la majorité de nos tests fonctionnels réalisés sur les LT CD8+ issus du sang périphérique 
de donneurs sain ont été réalisés en stimulant le TCR au moyen d’anticorps anti-CD3 ou par des 
billes couplées aux anticorps anti-CD2/CD3/CD28. Nos analyses phénotypiques ont par ailleurs 
indiqué que CD112 et CD155 ne sont pas détectables à la surface des LT CD8+ activés par le TCR, 
aussi bien à 12h, 24h ou 48h après la stimulation ( résultats non montrés). De plus, stimulation 
des LT CD8+ en présence d’anticorps bloquant CD112 et CD155 n’altère pas les capacités des LT 
CD8+ CD226+ à sécréter de l’IFN-γ et du TNF-α. Ainsi, l’activation de CD226 ne semble pas 
dépendre de l’interaction avec ses ligands.  
Plusieurs études ont révélé que des récepteurs transmembranaires peuvent s’activer 
indépendamment de l’interaction avec leurs ligands, notamment certains récepteurs aux 
chimiokines (Dinkel et al. 2018) et des récepteurs impliqués dans l’activation des lymphocytes T 
(Steinbuck and Winandy 2018; Wan et al. 2018). L’ensemble de ces travaux indiquent 
notamment que la stimulation des lymphocytes T par le TCR induit la clusterisation  des 
récepteurs au sein de complexes protéiques qui favorise la transduction du signal. Puisque 
l’engagement de LFA-1 conduit à la phosphorylation de la tyrosine 322 de CD226 et à 
l’activation des fonctions effectrices des lymphocytes T indépendamment de la stimulation de 
CD226 (K. Shibuya et al. 1999, 2003), on peut imaginer que LFA-1 est une molécule d’adhésion 
qui favoriserait la clusterisation de CD226 à l’origine de la transduction du signal TCR. La 
capacité de CD226 à former des cis-dimères (Johnston et al. 2014) pourrait éventuellement 
conforter cette hypothèse. Aussi, l’éventuelle clusterisation de CD226 reliée au cytosquelette 
d’actine permettrait d’optimiser la formation des microclusters des protéines de signalisation 




B. Rôle de CD226 dans le microenvironnement tumoral  
1. Le microenvironnement tumoral génère des LT CD8+ CD226- 
hypofonctionnels   
L’existence de LT CD8+ CD226- aux propriétés effectrices défectueuses dans le sang circulant de 
donneur sains nous a conduits à évaluer si les LT CD8+ CD226-  sont également présents chez des 
patients atteints de cancer. Ainsi, le deuxième objectif de ma thèse a été d’identifier et de 
caractériser le phénotype et les fonctions des LT CD8+ CD226- dans un contexte tumoral. Les 
échantillons de moelle osseuse de patients atteints de myélome multiple (MM) disponibles dans 
notre laboratoire ainsi que ceux issus de patients atteints de cancer solides délivrés par des 
équipes collaboratrices nous ont permis d’investiguer le phénotype et les propriétés 
fonctionnelles des LT CD8+ infiltrant les tumeurs. Nos travaux indiquent que les LT CD8+ CD226- 
présents dans la moelle osseuse des patients atteints de MM ainsi que dans les tumeurs de 
patients atteints de cancer de l’ovaire et du cancer du sein sont hyporépondeurs à une 
stimulation polyclonale du TCR ou en réponse à une stimulation antigénique spécifique. La plus 
forte proportion de LT CD8+ CD226- au sein de la moelle de patients atteints de MM que dans la 
moelle osseuse d’individus sains suggère que la croissance tumorale pourrait favoriser le 
développement de LT CD8+ CD226- hypofonctionnels. Pour confirmer cette hypothèse, nous 
avons voulu évaluer s’il existe une corrélation entre les LT CD8+ CD226- et la présence de cellules 
tumorales dans des modèles murins pré-cliniques. Contrairement à l’Homme, tous les LT CD8+ 
murins expriment constitutivement CD226 (S. Seth et al. 2009).  
Des modèles expérimentaux de mélanome (B16F10) et de MM (Vk*Myc) nous ont permis de 
mettre en évidence que l’injection de cellules tumorales chez des souris CD57BL/6 conduit à 
l’apparition progressive de  LT CD8+ CD226- effecteurs mémoires (CD44+ CD62L-) principalement 
au site de la tumeur et dans les ganglions drainants. Les tests fonctionnels réalisés in vitro ont 
indiqué de les LT CD8+ CD226- infiltrant les tumeurs chez les souris porteuses de mélanome ont 
des capacités prolifératives plus faibles que les LT CD8+ CD226- et qu’ils sécrètent 




L’apparition progressive des LT CD8+ CD226- issus de la différentiation des LT 
CD8+ CD226+ spécifiques de l’antigène dans le modèle B16F10-Ova pourrait suggérer que des 
interactions directes entre les LT CD8+ CD226+ ou que des facteurs solubles immunosuppressifs 
inhibent les fonctions cytotoxiques des T CD8+ via la perte de l’expression de CD226. Selon des 
études récentes, on pourrait notamment supposer que l’interaction entre CD226 et son ligand 
CD155 exprimé par les cellules tumorales est à l’origine de la diminution de CD226 à la surface 
des LT CD8+  (X. Li et al. 2018). Bien que n’ayons pas réalisé d’analyses du transcriptome des LT 
CD8+ CD226- dans les tumeurs, les LTEM CD8+ CD226- du sang périphérique d’individus sains 
surexpriment les gènes spécifiques de la voie du TGF-β. Le TGF-β est une cytokine 
principalement sécrétée par les cellules tumorales et les cellules stromales dont le rôle 
immunosuppresseur a notamment été démontré in vivo dans un modèle expérimental du 
cancer du côlon (MC38) (Giovanna et al. 2009). En effet, le TGF-β induit un défaut de 
phosphorylation de nombreuses kinases de la voie de signalisation du TCR à l’origine d’une 
diminution de la prolifération et des capacités sécrétrices des LT CD8+ (Giovanna et al. 2009). Il a 
par ailleurs été révélé récemment que la combinaison du blocage de PD-1 et du TGF-β chez des 
souris porteuses de tumeurs (MC38) induit une augmentation de la fréquence de LT 
CD8+ effecteurs au site tumoral (Mariathasan et al. 2018). La production de TGF-β par les LTreg 
CD4+ infiltrant les tumeurs, à l’origine d’une diminution des propriétés effectrices des LT CD8+ et 
d’une augmentation de la croissance tumorale (H. Wang, Franco, and Ho 2017), pourrait 
également être à l’origine de l’inhibition du récepteur activateur CD226. Ainsi, on pourrait 
imaginer que le TGF-β présent dans le microenvironnement tumoral soit impliqué dans la 
downmodulation de CD226.  Nous avons d’ailleurs réalisé des tests fonctionnels in vitro sur des 
LTEM CD8+ CD226+ purifiés issus du sang d’individus sains qui suggèrent que la stimulation des LT 
CD8+ CD226+ par le TCR en présence de TGF-β conduit à une perte progressive de CD226.  
Bien que ces résultats soient en accord avec une étude indiquant que le TGF-β inhibe 
l’expression de CD226 corrélée à l’inhibition de la différentiation des LT CD8+ en effecteurs 
cytotoxiques (B. Jin et al. 1989), ils sont encore préliminaires et nécessitent de réitérer 
l’expérience pour être confirmés. Bien que le TGF-β soit potentiellement impliqué dans la 
downmodulation de CD226, on peut imaginer qu’il existe d’autres facteurs 
immunosuppresseurs impliqués dans ce mécanisme.  
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En effet, une étude a démontré in vitro dans des expériences de co-culture que la sécrétion 
d’IDO (Indoléamine 2,3-dioxygénase) et PGE2  (Prostaglandine E2) par des cellules de mélanome 
induisent une diminution de l’expression de récepteurs activateurs impliqués dans les fonctions 
cytotoxiques des cellules NK (Pietra et al. 2012). 
En conclusion, nos résultats indiquent que les tumeurs favorisent l’accumulation de LT CD8+ 
CD226- non répondeurs au TCR et suggèrent fortement que l’absence du récepteur activateur 
CD226 est un mécanisme biologique qui favoriserait l’échappement de la tumeur aux fonctions 
cytotoxiques des LT CD8+.  
2. Mécanismes impliqués dans la downmodulation de CD226  
a) Le facteur de transcription Eomes  
Afin de savoir quels pouvaient être les mécanismes impliqués dans la downmodulation de 
CD226, nous avons analysé les profils transcriptomiques des LTEM CD8+ CD226- et CD226+ 
purifiés issus des LT CD8+ circulants de donneurs sains. Bien que les LT CD8+ CD226- et les LT 
CD8+ CD226+ non activés possèdent des profils transcriptomiques très similaires (76 gènes 
différentiellement exprimés entres les deux populations), le facteur de transcription Eomes est 
significativement plus transcrit par les LT CD8+ CD226- que par les LT CD8+ CD226+. 
L’augmentation de la transcription du gène codant pour Eomes est corrélée à une augmentation 
de l’expression de la forme protéique au sein des LTEM CD8+ CD226- , aussi bien chez les 
individus sains que dans des contextes tumoraux chez l’Homme (patients MM) et chez la souris 
(modèles de MM Vk*Myc et de mélanome B16F10). Nous avons donc voulu investiguer le rôle 
d’Eomes dans la régulation de l’expression de CD226 dans les modèles B1610 et Vk*Myc. Nous 
avons démontré au travers d’expériences réalisées sur des souris porteuses de tumeurs CD4cre x 
Eomes fl/fl (Eomes KO) que la génération des LT CD8+ CD226- dépend de l’expression d’Eomes.  
Bien qu’il ait été décrit qu’Eomes soit nécessaire à l’acquisition des propriétés effectrices des LT 
CD8+ et à leur différentiation en cellules mémoires (Intlekofer et al. 2005; Pearce et al. 2004), sa 
surexpression conduit à l’uprégulation de gènes impliqués dans l’épuisement lymphocytaire et 
diminue les capacités des LT CD8+ à contrôler la croissance tumorale in vivo (J. Li, He, et al. 2018; 
Sen et al. 2016).  
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Il en effet été indiqué qu’Eomes se lit aux séquences génomiques qui activent la transcription 
des gènes codant les récepteurs inhibiteurs PD-1 et Tim-3 dont l’accessibilité permanente est à 
l’origine du maintien de l’expression de PD-1 dans les LT CD8+ épuisés (Sen et al. 2016). De 
nombreuses études réalisées à la fois chez la souris et chez l’Homme ont démontré que la 
coexpression d’Eomes et de PD-1 caractérise les LT CD8+ les plus dysfonctionnels dans les 
infections virales chroniques et les cancers (Blackburn et al. 2009; Buggert et al. 2014; J. Li, He, 
et al. 2018; Paley et al. 2012; Song et al. 2014; E. J. Wherry et al. 2007). Bien qu’Eomes soit un 
facteur de transcription qui active l’expression des gènes, nos résultats tendent à supposer 
qu’Eomes réprime la transcription du gène CD226. On peut donc suggérer qu’au-delà d’induire 
un épuisement lymphocytaire via la surexpression de récepteurs inhibiteurs, Eomes est 
impliqué dans l’inhibition de l’expression du récepteur activateur CD226 afin de générer une 
sous-population de LT CD8+ CD226- hautement hypofonctionnelle.  
Cependant, d’autres facteurs de transcription pourraient être impliqués dans la régulation de 
l’expression de CD226. Des études récentes réalisées sur le modèle de mélanome B16F10 ont 
indiqué que l’IL-27 est une cytokine qui favorise l’épuisement lymphocytaire en augmentant 
l’expression  des récepteurs inhibiteurs Tim-3, LAG-3 et TIGIT à la surface des LT CD8+ 
intratumoraux (Chihara, Madi, Kondo, Zhang, Acharya, Singer, Nyman, Marjanovic, Kowalczyk, 
Wang, et al. 2018). Bien qu’il ait été démontré dans le même modèle murin que le facteur de 
transcription NFIL3 résultant du signaling de l’IL-27 augmente l’expression de Tim-3 à la surface 
des LT CD8+ (C. Zhu et al. 2015), son rôle dans l’expression des autres récepteurs inhibiteurs 
reste à être confirmé. On pourrait cependant imaginer que de façon similaire à Eomes, NFIL3 
puisse être impliqué dans l’uprégulation ou le maintien de l’expression de PD-1 et dans 




b) Le récepteur coactivateur CD137  
Conformément aux études ayant démontré dans des modèles murins de mélanome et de 
lymphome que la stimulation de CD137 augmente la cytotoxicité des LT CD8+ infiltrant la tumeur 
via un mécanisme impliquant Eomes (Curran et al. 2013; Song et al. 2014), nous avons donc 
suggéré l’existence d’un lien entre la voie de signalisation du CD137 et la downmodulation de 
CD226. Par ailleurs, la surexpression du gène CD137 par les LTEM CD8+ CD226- circulants de 
donneurs sains par rapport aux  LT CD8+  CD226+ peuvent éventuellement conforter cette 
hypothèse. Ainsi, nous avons démontré que l’injection d’un anticorps agoniste CD137 chez des 
souris C57BL/6 WT conduit au développement de LT CD8+ CD226- mémoires dont l’accumulation 
au sein des organes lymphoïdes est proportionnelle à la dose de l’anticorps injectée. De façon 
similaire aux LT CD8+ CD226- hypofonctionnels au site de la tumeur, les LT CD8+ CD226- des 
souris C57BL/6 WT injectées avec l’anticorps agoniste anti-CD137 ne prolifèrent pas et ne 
sécrètent quasiment pas de TNF-α et d’IFN-γ en réponse à la stimulation polyclonale par le TCR 
in vitro. Des modèles transgéniques OT-1 et Pmel nous ont également permis de révéler que les 
LT CD8+ CD226- générés en réponse à la stimulation du CD137 sont dépourvus de fonctions 
effectrices après avoir été activés par l’ovalbumine in vitro et qu’ils possèdent des propriétés 
antitumorales significativement plus faibles que les LT CD8+ CD226+ in vivo. Nos résultats 
démontrent donc que les LT CD8+ CD226- hypofonctionnels sont générés à la fois dans un 
contexte tumoral et à la fois à la suite de la stimulation chronique du CD137 chez la souris. Au 
vu de l’expression du ligand de CD137 (CD137-L) par les cellules dendritiques (Shao and Schwarz 
2011) et par de nombreuses lignées tumorales (Salih et al. 2000; Q. Wang et al. 2008), on peut 
donc suggérer que l’interaction directe entre CD137 et CD137-L soit impliquée dans la 
downmodulation de CD226 dans les phases précoces de la réponse immunitaire antitumorale 
ou dans les phases plus tardives au site de la tumeur, respectivement.  
Bien qu’il ait été indiqué que CD137 identifie des LT CD8+ intratumoraux réactifs vis-à-vis de la 
tumeur chez des patients atteints du cancer de l’ovaire et du mélanome (Ye et al. 2014), des 
études alternatives ont également démontré que CD137 est fortement exprimé par les LT 
CD8+ PD-1high les plus dysfonctionnels chez des patients atteints de mélanome et du cancer du 




Au vu de la littérature et de nos résultats, on peut donc imaginer que l’engagement du CD137 à 
la surface des LT CD8+ potentialise dans un premier temps leurs fonctions effectrices et favorise 
leur survie (Hernandez-chacon et al. 2012; Willoughby et al. 2014) mais que sa stimulation 
chronique conduise à l’inhibition de l’expression de CD226 et au développement de LT CD8+ 
CD226- effecteurs mémoires aux propriétés antitumorales défectueuses. Puisque l’expression 
de CD137 résulte de l’activation lymphocytaire par le TCR, on peut imaginer que les LT 
CD8+ CD226- présents dans le sang des individus sains constituent des LT CD8+ ayant été stimulés 
davantage que les LT CD8+ CD226+. Au vu du rôle de CD137 dans la potentialisation des 
fonctions effectrices des LT CD8+ et le maintien de leur survie (Ju et al. 2005; Melero et al. 
1997),  la forte expression de CD137 pourrait caractériser des LT CD8+ mémoires ayant été 
stimulés de façon chronique qui perdent progressivement l’expression de CD226.  
 
C. CD226 comme biomarqueur de réponses aux 
immunothérapies  
 
Les immunothérapies majoritairement basées sur le blocage du récepteur inhibiteur PD-1 sont 
actuellement utilisées dans le traitement de plusieurs cancers mais la réponse aux 
immunothérapies n’est pas durable et plusieurs patients y sont réfractaires. De nombreux 
travaux ont indiqué que la diversité phénotypique, fonctionnelle et génétique des LT CD8+ dans 
les cancers conditionne l’état d’épuisement des LT CD8+  et leurs réactivités vis-à-vis des 
immunothérapies (Bengsch et al. 2018; Kurtulus et al. 2018; Daniela S. Thommen et al. 2018). 
Bien que la coexpression de plusieurs récepteurs inhibiteurs identifie des LT CD8+ « épuisés » 
dans les cancers (Ahmadzadeh et al. 2009; Matsuzaki et al. 2010; D. S. Thommen et al. 2015), il 
a été indiqué qu’un niveau élevé de PD-1 (PD-1high) et l’expression du facteur de transcription 
TCF1 caractérisent les LT CD8+ intratumoraux qui répondent aux immunothérapies anti-PD-1 
(Kurtulus et al. 2018; Siddiqui et al. 2019; Daniela S. Thommen et al. 2018). Il a ainsi été révélé 
que la présence de LT CD8+ PD-1high TCF1+ est associée à un pronostic favorable chez les patients 




Nos résultats indiquent que les LT CD8+ CD226+ et CD226- infiltrant les tumeurs, aussi bien chez 
les patientes atteintes de cancer de l’ovaire que dans le modèle pré-clinique B16F10, expriment 
des niveaux similaires de récepteurs inhibiteurs. Cependant, les LT CD8+ CD226- de la moelle 
osseuse de patients de MM expriment davantage TIGIT. Ainsi, on aurait pu imaginer que TIGIT 
puisse jouer un rôle majeur dans l’hypofonctionnalité des LT CD8+ CD226-. Nous  avons 
démontré in vitro que bloquer TIGIT via un anticorps monoclonal agoniste ne restaure ni la 
prolifération ni la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des LT CD8+ CD226-, ce qui indique 
que seule l’absence du récepteur activateur CD226 est à l’origine des défauts fonctionnels des 
LT CD8+ CD226-. Au vu des fonctions défectueuses des LT CD8+ CD226- et de leur forte 
expression du facteur de transcription Eomes impliqué dans l’épuisement lymphocytaire (A. C. 
Huang et al. 2017; J. Li, He, et al. 2018; Paley et al. 2012), nous avons supposé que les LT 
CD8+ CD226- ne répondent pas aux immunothérapies anti-PD-1. Ainsi, nous avons comparé les 
propriétés fonctionnelles des LT CD8+ CD226- et CD226+ infiltrant la tumeur en réponse à 
l’immunothérapie anti-PD-1 dans le modèle de mélanome B16K1. L’administration de 
l’anticorps antagoniste anti-PD-1 chez les souris porteuses de tumeurs ne conduit pas à 
l’augmentation des capacités prolifératives des LT CD8+ CD226- aussi bien au site de la tumeur 
que dans la rate, contrairement aux LT CD8+ CD226+.  Nos analyses in vitro ont indiqué que les 
LT CD8+ CD226- infiltrant les tumeurs ne répondent pas à l’anti-PD-1 puisque contrairement aux 
LT CD8+ CD226+, leur sécrétion de TNF-α et d’IFN-α n’est pas augmentée en réponse à la 
stimulation du TCR. Nos collaborateurs ont par ailleurs démontré via des modèles de tumeur 
MC38 que l’absence de CD226 (souris CD226-/-) ou son blocage abroge la capacité des LT CD8+ à 
contrôler la croissance tumorale, contrairement aux souris WT traitées avec l’anti-PD-1. Nos 
résultats confortent des travaux récents qui ont révélé dans le même modèle MC38 que la 
présence de CD226 est nécessaire aux effets synergiques  du blocage de PD-1 et de l’activation 
du récepteur coactivateur GITR dans le rejet total et durable de la tumeur (B. Wang et al. 2018). 
La combinaison des anticorps monoclonaux  anti-PD1 et anti-GITR favorise le développement de 
LT CD8+ mémoires, diminue la fréquence de LT CD8+ dysfonctionnels coexprimant plusieurs 
récepteurs inhibiteurs (PD-1, LAG-3, Tim-3 et CD244) et augmente significativement l’expression 
de CD226 à la surface des LT CD8+ spécifiques de la tumeur. Cette étude révèle que de façon 
similaire à CD28 (Hui et al. 2018), PD-1 déphosphoryle une tyrosine du domaine 




Il est donc fortement suggéré que la restauration de la phosphorylation de CD226 résultant de 
l’inhibition de PD-1 permet aux LT CD8+ « épuisés » de réacquérir leurs fonctions effectrices 
antitumorales. La nécessité de CD226 dans l’efficacité des traitements anti-PD-1 et anti-GITR a 
été confirmé dans des modèles CD226 KO où il a été démontré que l’absence de CD226 inhibe la 
potentialisation des réponses cytotoxiques des LT CD8+ en réponse aux traitements et diminue 
rapidement la survie des souris malades (modèle MC38) (B. Wang et al. 2018). Ainsi, les LT 
CD8+ CD226+ infiltrant la tumeur semblent être des LT CD8+ « partiellement épuisés » dont les 
fonctions effectrices peuvent être potentialisés par les anti-PD-1 tandis que les LT CD8+ CD226-
 seraient des LT CD8+ « totalement épuisés » incapables de répondre aux immunothérapies 
antitumorales. L’absence de CD226 à la surface des LT CD8+ constituerait donc un marqueur 
supplémentaire associé à la perte progressive des fonctions effectrices des LT CD8+ épuisés dans 
les tumeurs. Il serait intéressant de mener des études  rétrospectives chez des patients atteints 
de cancer afin d’évaluer une éventuelle corrélation entre l’issue clinique du patient et le ratio  
des LT CD8+ CD226+/ LT CD8+ CD226- infiltrant la tumeur. Ces études nous permettront d’évaluer 
si CD226 constitue un biomarqueur servant d’outil pronostique pour prédire la réponse aux 
immunothérapies anti-PD-1 chez les patients atteints de cancer.  
Figure 40 :  Modèle suggéré pour le rôle de PD-1 dans l’inhibition du signaling de CD226  
From Wang, B. et al, Combination cancer immunotherapy targeting PD-1 and GITR can rescue CD8 + T cell dysfunction and maintain 




Plusieurs études ont révélé que la fréquence de LT CD8+ CD28- dans le sang périphérique et 
dans la tumeur de patients atteints de cancer solide ou hématopoïétique est associé à la 
progression tumorale (Strioga, Pasukoniene, and Characiejus 2011). Au vu des rôles similaires de 
CD28 et CD226, on peut donc supposer qu’une forte proportion de LT CD8+ CD226- pourrait 
favoriser la tumorigenèse  et constituer un marqueur de mauvais pronostic.  
De nombreux travaux ont révélé que l’efficacité des immunothérapies anti-PD-1 résulte de 
l’expansion d’une population lymphocytaire T CD8+ PD-1+ possédant des caractéristiques de 
cellules souches capables de s’auto-renouveler, caractérisée par l’expression du facteur de 
transcription TCF1 (Im et al. 2016; Utzschneider et al. 2016; T. Wu et al. 2016). Le modèle 
d’infection virale chronique (Clone 13 du LCMV) a mis en évidence que TCF1 est impliqué dans 
la génération de LT CD8+ « progéniteurs » via l’expression du facteur de transcription Bcl6 (T. 
Wu et al. 2016) et qu’il est également associé à la localisation spécifique des LT CD8+ dans les 
organes lymphoïdes secondaires via l’expression du récepteur CXCR5 (Im et al. 2016). Ainsi, il a 
été suggéré que cette localisation spécifique des LT CD8+ CXCR5+ préserve les capacités 
prolifératives et fonctionnelles des LT CD8+ épuisés (He et al. 2016) qui sont alors capables de 
répondre aux immunothérapies anti-PD-1 (Im et al. 2016). De façon surprenante, nos analyses 
RNAseq sur les LTEM CD8+ CD226- et CD226+ issus des LT CD8+ d’individus sains indiquent que 
TCF1, Bcl-6, CXCR5 sont davantage exprimés par les LTEM CD8+ CD226-. On peut donc imaginer 
que les rôles des LT CD8+ CD226- intratumoraux diffèrent sensiblement des LT CD8+ CD226- qui 
circulent dans le sang de donneurs sains. La plus forte expression de CXCR5 par les LT CD8+ 
CD226- pourrait notamment indiquer que les LT CD8+ CD226- possèdent des propriétés 
relativement similaires aux LTFH et pourraient aider à la mise en place d’une réponse 
immunitaire humorale. On pourrait aussi imaginer que dans des contextes physiologiques chez 
les individus sains, les LT CD8+ CD226- seraient des LT CD8+ aux propriétés d’auto-
renouvellement pouvant constituer un « pool » de cellules mémoires localisés dans les OLS, 
capables de protéger l’individu contre les infections pathogéniques. Dans un contexte tumoral, 
la nécessité de la présence de CD226 à la surface des LT CD8+ dans la réponse aux 
immunothérapies pourrait conduire au développement de nouvelles stratégies 
immunothérapeutiques. La première serait de développer un anticorps agoniste anti-CD226 qui 




Si les expériences actuelles réalisées au laboratoire parviennent à confirmer le rôle de CD226 
dans la transduction du signal TCR (notamment via la phosphorylation de la sérine329 et/ou de 
la tyrosine 322), la deuxième serait donc de générer des cellules CD8+ CAR T (CAR T cells) 
chimériques dans lesquelles seraient greffés le domaine cytoplasmique de CD226. Les cellules 
CD8+ CAR T sont des lymphocytes de patients que l’on modifie génétiquement in vitro pour 
augmenter la reconnaissance spécifique de la tumeur et potentialiser leurs fonctions 
antitumorales, ultérieurement réinjectés chez les patients. Les modifications génétiques 
consistent à modifier la partie extra-cellulaire du TCR qui reconnaît la tumeur ainsi que la partie 
intracellulaire que l’on greffe à plusieurs domaines de récepteurs activateurs des lymphocytes T. 
Il existe aujourd’hui plusieurs « génération » de cellules CAR T dont l’évolution est 
proportionnelle au nombre de domaines greffés au TCR (Figure 41). Les cellules CAR-T 
représentent un outil thérapeutique très prometteur dans le traitement contre le cancer. 




Figure 41 :  Les différentes générations de cellules CAR T 
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KEY PO INT S
l TIGIT expression is
upregulated on CD81





l TIGIT deficiency or
blockade protects
mice against MM and
improves effector
functions of myeloma
patient CD81 T cells.
Immune-based therapies hold promise for the treatment of multiple myeloma (MM), but so
far, immune checkpoint blockade targeting programmed cell death protein 1 has not
proven effective as single agent in this disease. T-cell immunoglobulin and ITIM domains
(TIGIT) is another immune checkpoint receptor known to negatively regulate T-cell func-
tions. In this study, we investigated the therapeutic potential of TIGIT blockade to unleash
immune responses against MM. We observed that, in both mice and humans, MM pro-
gression was associated with high levels of TIGIT expression on CD81 T cells. TIGIT1 CD81
T cells fromMM patients exhibited a dysfunctional phenotype characterized by decreased
proliferation and inability to produce cytokines in response to anti-CD3/CD28/CD2 or
myeloma antigen stimulation. Moreover, when challenged with Vk*MYC mouse MM cells,
TIGIT-deficient mice showed decreased serum monoclonal immunoglobulin protein levels
associated with reduced tumor burden and prolonged survival, indicating that TIGIT limits
antimyeloma immune responses. Importantly, blocking TIGIT using monoclonal antibodies
increased the effector function of MM patient CD81 T cells and suppressed MM devel-
opment. Altogether our data provide evidence for an immune-inhibitory role of TIGIT in MM and support the de-
velopment of TIGIT-blocking strategies for the treatment of MM patients. (Blood. 2018;132(16):1689-1694)
Introduction
Multiple myeloma (MM) is a largely incurable hematological
cancer characterized by the expansion of malignant plasma cells
in the bone marrow (BM) that secrete circulating monoclonal
immunoglobulin proteins (M-proteins).1 Immunotherapies are
now being explored in MM and bring hope for a potential cure.2
Inhibitors of immune checkpoints have emerged as a powerful
strategy to overcome tumor-induced immunosuppression.3 In
particular, monoclonal antibodies (mAbs) blocking programmed
cell death protein 1 (PD-1)–programmed cell death ligand 1
interaction have shown significant clinical efficacy in a number of
malignancies.4 However, as a single agent, the anti–PD-1 mAb
nivolumab failed to show efficacy in a cohort of 27 relapsed/
refractory patients with MM,5 indicating that additional immune
checkpoints might restrain immune responses against MM.
T-cell immunoglobulin and ITIM domains (TIGIT) is an inhibitory
molecule expressed on lymphocytes that competes with the
activating receptor DNAX-accessory molecule 1 (CD226) and
the inhibitory receptors CD96 and CD112R for the binding of
CD155 and CD112.6,7 TIGIT recently emerged as an attractive
target for cancer immunotherapy8,9 and anti-TIGIT mAbs are currently
being tested in phase 1 clinical trial in patients with advanced or
metastatic tumors (www.clinicaltrials.gov;NCT02794571). In this study,
we investigated the therapeutic potential of targeting TIGIT in MM.
Study design
Mice
C57BL/6 wild-type (WT) mice were purchased from the Walter
and Eliza Hall Institute for Medical Research. C57BL/6 Tigit2/2
mice10 were kindly provided by Bristol-Myers Squibb. C57BL/
KaLwRijHsd mice were kindly provided by Peter Croucher
(Garvan Institute of Medical Research, Darlinghurst, Australia).
Mice were bred and maintained at QIMR Berghofer Medical
Research Institute and used when 8 to 20 weeks old. All ex-
periments were approved by the QIMR Berghofer Medical
Research Institute Animal Ethics Committee.
Preclinical MM models
Experiments with Vk*MYC MM cell lines11 (Vk12653 and Vk12598)
and a 5TGM1 MM cell line12 were performed as previously
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Figure 1. TIGIT expression on CD81T cells increases duringMMdevelopment and is associatedwith decreased effector cell functions. (A) TIGIT expression on BMCD81
T cells was analyzed by flow cytometry in naı¨ve C57BL/6 WT mice (N) and 1, 2, 3, and 4 weeks after IV challenge with 23 106 Vk12653 MM cells. Data are presented as mean6
standard error of themean (SEM) of 2 pooled experiments with n5 6 to 14mice per group. (B) Percentages of BMTIGIT1CD81 T cells fromVk12653-MM–challengedmice shown
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described.13 For some experiments, mice were treated with
blocking anti-TIGIT mAbs (4B1, Bristol-Myers Squibb) and
anti–PD-1 mAbs (RMP1-14; Bio X Cell) or depleting anti-CD8b
mAbs (53-5.8; Bio X Cell), as indicated.
MM patient samples
All patients gave written informed consent and collection was
approved by Institut Universitaire du Cancer de Toulous–
Oncopole and the Centre Hospitalier Universitaire–Toulouse
review boards. Fresh BM aspirates from patients with MM were
collected at the time of diagnosis or relapse in the Institut
Universitaire du Cancer de Toulous–Toulouse (France) were
depleted of malignant plasma cells using anti–CD138-coated
magnetic beads (Miltenyi Biotec, France). Fresh BM aspirates
from healthy donors were purchased from Lonza.
Human T-cell functional assays
CD1382 BM cells or sorted CD81 T cells (MoFLo Astrios cell
sorter, Beckman Coulter) were stimulated with anti-CD3/CD28/
CD2 microbeads (T-cell activation/expansion kit, Miltenyi Biotec)
or NY-ESO-1157-165 analog (SLLMWITQA, Peptide 2.0 Inc, 1 mg/mL)
with or without anti-TIGIT blocking mAbs (10 mg/mL, MBSA43,
eBioscience). Intracellular cytokine stainingwasperformedafter 6hours
in thepresenceofantigen-presentingcell–conjugated anti-CD107a
(H4A3, BD Biosciences) and GolgiPlug (BD Biosciences). Cy-
tokine levels were measured in the cell culture supernatants
by CBA (BD Biosciences) after 24 hours. Alternatively, cells were
stained with Cell Trace Violet (CTV, Thermo Fisher Scientific)
before anti-CD3/CD28/CD2 microbead stimulation followed
by CTV dilution assessment 5 days later.
Flow cytometry
Single-cell suspensions were stained according to standard
protocols with previously described anti-mouse antibodies,13
anti-mouse TIGIT (1G9), or anti-human CD3 (HIT3a), CD8a (SK1),
CD45RA (HI100), CD62L (DREG-56), CD69 (FN50), CD107a
(H4A3), TIGIT (MBSA43), LAG-3 (3DS223H), PD1 (EH12.1),
CTLA-4 (BNI3), Tim-3 (7D3), anti–interferon-g (IFN-g [B27]),
or anti–tumor necrosis factor-a (TNF-a [MAB11]). MM patient
CD81 T cells were stained with phycoerythrin-labeled HLA-A2/NY–
ESO-1157-165 (SLLMWITQA) multimers as described previously.14
Antibodies were purchased from eBioScience, BioLegend, or
BD Biosciences. Data were collected with LSR Fortessa Flow
Cytometer (Becton Dickinson) and analyzed with FlowJo
(Tree Star).
Statistics
Statistical analyses were performed with GraphPad Prism soft-
ware using the indicated test. Data were considered to be
statistically significant when P # .05.
Results and discussion
First, we analyzed TIGIT expression on immune cells in C57BL/6 WT
mice. Although TIGIT was undetectable on BMCD81T cells in naı¨ve
mice, it was induced following challenge with Vk12653 MM
cells and the percentages of TIGIT1 CD81 T cells correlated with
myeloma burden (Figure 1A-B). We also observed TIGIT expression
on 30% to 40% of BM CD41FoxP31 Tregs in both naı¨ve and MM-
bearing mice, but TIGIT was undetectable on FoxP32 CD41
effector T and natural killer cells (data not shown). BM CD81
T cells from newly diagnosed or relapsed patients with MM
expressed higher levels of TIGIT than healthy donors (Figure 1C). By
contrast, natural killer cells and CD41 T cells expressed moderate
levels of TIGIT (data not shown). Compared with other inhibitory
molecules, TIGIT was more frequently expressed on MM patient
CD81 T cells (Figure 1D), suggesting that TIGIT represents a major
immune checkpoint in MM. TIGIT was preferentially expressed on
memory CD81 T cells (Figure 1E) and was associated with higher
PD-1, CD244, and KLRG1 and lower CD226 expression (data not
shown). Of note, no correlation was observed between TIGIT
and other inhibitory receptors CD96, CD112R, LAG-3, CTLA-4,
or Tim-3 or its ligands CD155 and CD112 on human MM cells
(data not shown).15 Altogether our observations suggest a role
for TIGIT-CD155/CD112 interactions in MM pathology.
Next, we stimulated CD1382 BM cells from patients with MM
with anti-CD3/CD28/CD2 microbeads and compared effector
functions of TIGIT1 and TIGIT2 CD81 T cells. Although CD69
expression revealed that both subsets were activated, TIGIT1CD81
T cells produced limited amounts of TNFa and IFNg (Figure 1F).
The terminally differentiated phenotype of TIGIT1 T cells in patients
with MM and their decreased capacity to produce cytokines were
reminiscent of the features of exhausted TIGIT1 CD81 T cells
previously reported in patients with acute myeloid leukemia16
However, in contrast with observations in acute myeloid leuke-
mia,16 MM patient TIGIT1 CD81 T cells also exhibited decreased
CD107a expression, indicating poor killing capability (Figure 1F)
as well as reduced proliferative capacity (Figure 1G). Similar
results were obtained when TIGIT1 and TIGIT2CD81 T cells were
sorted before stimulation, demonstrating that differences were
not caused by modulation of TIGIT expression during the assay
(Figure 1H). TIGIT1and TIGIT2populations were also present among
Figure 1 (continued) in panel A were plotted against percentages of BMMMcells in thesemice. (C) Graphs showing themean6 standard deviation percentage of TIGIT1CD81
T cells in BM CD81 T cells from healthy donors (HDs) (n 5 20) and MM patients at diagnosis (n 5 86) or after relapse (n 5 32). (D) The expression of immune checkpoints was
analyzed onMMpatient BMCD81 T cells by flow cytometry. Graphs showmean6 SEM from n5 16 to 26 patients withMM. (E) Representative histogram showing the expression
of TIGIT on MM patient BM CD81 T-cell subsets TN (CD62L1CD45RA1), TCM (CD62L1CD45RA2), TEM (CD62L2CD45RA2), and TEMRA (CD62L2CD45RA1) and graph recapitulating the
percentage of TIGIT1 cells shown as mean 6 SEM from n 5 59 MM patients. (F) MM patient CD1382 BM cells were stimulated with anti-CD3/CD28/CD2 microbeads for 6 hours.
Activation (CD69), intracellular TNF-a, and IFN-g content and degranulation (CD107a) of TIGIT2 and TIGIT1CD81T cells was determined by flow cytometry. Representative dot plots are
shown as well as graphs displaying mean 6 SEM from n 5 31 patients with MM. (G) MM patient CD1382 BM cells were stained with CTV and stimulated with anti-CD3/CD28/CD2
microbeads for 5days. Representative histogram showing theproliferationof TIGIT2 (dark red) andTIGIT1 (light red)CD81T cells andgraph recapitulating thepercentageof dividedTIGIT2
and TIGIT1 CD81 T cells from the same culture (n 5 20 MM patients). (H) TIGIT2 and TIGIT1 CD81 T cells were sorted by flow cytometry and stimulated with anti-CD3/CD28/CD2
microbeads for 6 hours. TNF-a and IFN-g production aswell as degranulationwere determinedby flow cytometry. Data shown are fromn5 8 to 12MMpatients. (I) Representative dot plot
of CD81BM T cells fromHLA-A*021patients withMM stained with HLA-A*02-NYESO1-PEmultimers (left) and histogram showing the TIGIT expression in NY-ESO1–specific CD81T cells
(right). (J) MMpatient CD1382BM cells were stimulatedwith HLA-A*02-NY-ESO-1–specific peptide (1mg/mL) for 6 hours. Representative dot plots as well as pooled data fromn5 6 HLA-
A21MM patients with positive NY-ESO response are shown. Statistical differences between multiple groups were determined by (A,D-E) 1-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey
posttest analysis, (B) correlations were assessed using a Pearson rank correlation test, and (C) analyses between 2 groups were performed using a Mann-Whitney U test or (F-H,J)
Wilcoxon matched-pairs signed rank test. *P , .05, **P , .01, ***P , .001, ****P , .0001. TCM, central memory; TEM, effector memory; TEMRA, terminal effector memory; TN, naı¨ve.
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Figure 2. TIGIT blockade improvesMMpatient CD81T-cell effector functions and protectsmice againstMM. (A-B) C57BL/6WT and Tigit2/2mice were challenged IV with
23 106 Vk12653MM cells. M-protein levels were determined (A) by serum electrophoresis at week 6 post-MM cell injection; (B) survival wasmonitored overtime. Data are pooled
from 2 independent experiments with n 5 17 to 19 mice per group. (C) C57BL/6 WT and Tigit2/2 mice were challenged IV with 4 3 105 Vk12598 MM cells and monitored for
survival. Data shown are from 1 experiment representative of 2, with n 5 10 to 12 mice per group. (D-F) C57BL/6 WT and Tigit2/2 mice were challenged IV with 1.6 3 106
Vk12653 cells on day 0 and treated with anti-CD8b mAbs or cIg (100 mg, IP) on days 21, 0, 7, 14, 21, and 28. At week 4 after MM inoculation, M-protein levels were
determined by serum electrophoresis and myeloma burden in (E) spleen and (F) BM was determined by flow cytometry by gating on B2202CD1381CD1551MM cells. Data
are from 1 experiment with n5 10 mice per group. (G,H) C57BL/6 WT mice were challenged with 1.5 3 106 (triangles) or 2.0 3 106 (circles) Vk12653 MM cells, treated with
anti-TIGIT mAbs or cIg (200 mg, IP) twice per week for 4 weeks. Graphs showing the (G) serum g-globulin levels and (H) number of BM MM cells. Data are presented from
3 independent experiments with n5 29 per group. (I-J) C57BL/6 WT were challenged with 43 105 Vk12598 MM cells, treated with anti-TIGIT mAbs, anti-PD-1 mAbs, or cIg
(200 mg, IP) twice per week for 4 weeks and monitored for survival. (I) Data are pooled from 3 independent experiments with n 5 19 to 30 mice per group. (J) Mice were
treated with anti-CD8b mAbs or cIg (100 mg) days 21, 0, 7, 14, 21, and 28 (n 5 11 to 12 per group). (K) C57BL/KaLwRijHsd mice (n 5 5 per group) were challenged with
23 106 5TGM1 MM cells, treated with anti-TIGIT mAbs or cIg (200 mg, IP) twice per week for 4 weeks and monitored for survival. (L) MM patient CD1382 BM cells were
stimulated by anti-CD3/CD28/CD2 microbeads for 6 hours in the presence of anti-TIGIT mAbs (10 mg/mL) or cIg. Graphs showing the frequencies of TNFa-, IFNg-, and
CD107a-positive CD81 T cells (n 5 16 MM patients). (M) Graphs showing the concentrations of the indicated cytokines in the supernatants of purified MM patient BM
CD81 T cells stimulated by anti-CD3/CD28/CD2 microbeads for 24 hours in the presence of anti-TIGIT mAbs (10 mg/mL) or cIg (n 5 11 patients with MM). (A,D-H) Data
are presented as mean6 SEM, with each symbol representing an individual mouse. Statistical differences between multiple group were determined by 1-way ANOVA
(D-F) with Tukey posttest analysis; differences between 2 groups were assessed using a (A) Mann-Whitney U, 2-way ANOVA (G-H), or (L-M) Wilcoxon matched-pairs
signed rank test; (B-C,I-K) Differences in survival were determined by log-rank sum test. *P, .05; **P, .01, ***P, .001, ****P, .0001. cIg, control immunoglobulin; IP,
intraperitoneal.
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NY-ESO-1 MM antigen-specific CD81 T cells (Figure 1I), and TIGIT
expression was again associated with reduced TNFa production
of CD81T cells upon stimulation with NY-ESO-1 peptide (Figure 1J).
Although these results demonstrate that a significant fraction
of TIGIT1 CD81 T cells within the BM of patients with MM have
antimyeloma reactivity, we cannot firmly exclude that TIGIT upreg-
ulation on CD81 T cells might be a more general phenomenon
and the consequence of chronic exposure to inflammatory media-
tors frequently associatedwithmyelomadevelopment.17,18 Still, these
results establish that in MM, TIGIT expression defines a subset
of exhausted CD81 T cells with severely impaired effector function.
To investigate TIGIT’s role in MM pathogenesis in vivo, WT and
Tigit2/2 mice were challenged with Vk12653 MM cells. After
6 weeks, M-protein levels were significantly higher in the sera
of WT mice (Figure 2A); this was associated with improved
survival of Tigit2/2 mice (Figure 2B). The advantage conferred
by host TIGIT deficiency against MM was confirmed with
another MM cell line, Vk12598 (Figure 2C). Interestingly,
depletion of CD81 T cells strongly increased MM burden in
Tigit2/2 mice (Figure 2D-F), demonstrating that CD81 T cells
play a crucial role in the protection of Tigit2/2 mice against MM.
Finally, we analyzed the therapeutic potential of blocking TIGIT
function. Treatment with an anti-TIGIT mAbs significantly reduced
tumor burden in an aggressive Vk12653 MM model (Figure 2G-H)
andprolonged the survival of VK12598MM-bearingmice in a CD81
T cell–dependent manner (Figure 2I-J). This effect was significant
compared with anti–PD-1 mAb therapy (Figure 2I) and comparable
to what we had previously reported when targeting CD137 in the
same MM model.13 Anti-TIGIT mAbs treatment was also efficient
in the preclinical 5TGM1MMmodel (Figure 2K) and in the context of
stem cell transplantation.19 Moreover, mAbs blocking TIGIT function
significantly improved cytokineproduction anddegranulation ofMM
patient CD81 T cells (Figure 2L-M).
In conclusion, this study highlights a predominant inhibitory role
of TIGIT in anti-MM CD81 T-cell responses. Our data demon-
strate for the first time that blocking the TIGIT pathway prolongs
survival in preclinical MM models and improves MM patients’
CD81 T-cell functions, thereby providing a strong rationale for
the evaluation of anti-TIGIT mAbs to treat MM.
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Résumé en anglais 
 
CD8+ cytotoxic T lymphocytes (CTL) are key immune cells that play an important role in the control of tumor 
development through their ability of killing cancer cells.  However, cancer cells can frequently escape CD8 T-cell 
recognition and cytolytic functions through the engagement of inhibitory receptors such as CTLA-4 and PD-1. 
Although immune checkpoint blockade (ICB) such as monoclonal antibody (mAb) anti-PD-1 has represented a 
promising cancer therapy in cancer care, clinical responses are not observed in the majority of cancer patients. 
Therefore, elucidating the mechanisms of this lack of responsiveness and finding additional signals that regulate CD8+ 
T cell anti-tumor functions has become a major priority. While most of the experimental strategy mainly focus on the 
identification of additional inhibitory receptors, the importance of coactivating receptors in the antitumor CD8+ T cell 
functions and ICB efficacy remains to be better investigated. Initially described as an adhesion molecule, CD226 
(DNAM-1) is co-activating receptor expressed by NK cells and CD8+ T cells that stimulate the secretion of pro-
inflammatory cytokines and release of cytolytic granules towards target cells. Its ligands, the nectin and nectin-like 
receptors CD112 and CD155, are often expressed on cancer cells and CD226 was shown to play a critical role in 
immunosurveillance in numerous tumor mouse models. The inhibitory receptors TIGIT and CD96 that compete with 
CD226 were recently identified as promising immunotherapeutic targets to restore CD8+ T cell reactivity against 
cancer, thus highlighting the importance of CD226 axis in the regulation of anti-tumor immune responses. 
 
During my PhD, I found that CD226 identifies CD226- CD8+ and CD226+ CD8+ T cells populations in healthy donors and 
in cancers patients. Through transcriptomic, molecular and functional analysis, I found that the CD226 absence alters 
CD8+ T cell responsiveness to TCR stimulation. Unlike CD226+ CD8+ T cells, CD226- CD8+ T cells have deeply intrinsic 
functional abnormalities such as poor proliferation, cytokines production and cytotoxic functions upon TCR 
stimulation. Using complementary set of experiments involving human samples and mouse tumors models, I 
observed that tumor development favors the accumulation of tumor-infiltrating CD226- CD8+ T lymphocytes (TILs) 
through an Eomes-dependent mechanism. In cancer patients and in preclinical models, the similar exhausted 
phenotype between CD226- and CD226+ CD8+ TILs suggest that the absence of CD226 identifies highly dysfunctional 
CD8+ T cells. Importantly, I observed that anti-PD-1 immunotherapy failed to restore effector functions of CD226- 
CD8+ T cells. Therefore, my results strongly suggest that in addition of expressing inhibitory immune checkpoints, 
cancer could evade CTL-based mechanisms through the downregulation of CD226. The loss of CD226 could represent 
a novel mechanism of tumor resistance to ICB and partially explain the functional failures of CD8+ T cells responsible 
for poor clinical responses in a fraction of cancer patients. Therefore, CD226 could be a predictive marker for the 
clinical outcomes of ICB-treated cancer patients.  
Résumé en français 
 
Les lymphocytes cytotoxiques T CD8+ (LT CD8+) sont des cellules de l’immunité adaptative qui jouent un rôle majeur 
dans les réponses immunitaires antitumorales puisqu’ils reconnaissent et tuent spécifiquement les cellules 
cancéreuses. Cependant, leurs fonctions antitumorales sont souvent limitées par l’expression de récepteurs 
inhibiteurs tels que CTLA-4 et PD-1. Bien que les immunothérapies basées sur le blocage de ces récepteurs 
représentent l’une des avancées majeures dans le traitement du cancer, de nombreux cancers y sont réfractaires. 
Ainsi, il est aujourd’hui nécessaire de comprendre davantage les mécanismes à l’origine de cette résistance 
thérapeutique et d’identifier d’autres cibles régulant les fonctions antitumorales des LT CD8+. Tandis que les 
stratégies immunothérapeutiques actuelles se concentrent essentiellement sur l’identification d’autres récepteurs 
inhibiteurs, le rôle des récepteurs activateurs des LT CD8+  dans la réponse aux immunothérapies reste encore peu 
approfondi. Initialement décrite comme une molécule d’adhésion, CD226 ( DNAM-1) est un récepteur coactivateur 
exprimé par les cellules NK et les LT CD8+ qui stimule leur production de cytokines inflammatoires et de granules 
cytolytiques vis-à-vis de cellules cibles suite à son interaction avec ses ligands CD112 et CD155. La nectine CD112 et 
la “nectine-like” CD155  sont fréquemment exprimées par les cellules tumorales et des modèles murins 
immunodéficients CD226-/- ont pu démontrer que CD226 joue rôle critique dans l’immunosurveillance antitumorale. 
Par ailleurs, les récepteurs inhibiteurs TIGIT et CD96 qui rentrent en compétition avec CD226 ont récemment été 
caractérisés comme des cibles d’immunothérapies intéressantes, ce qui renforce l’idée selon laquelle la réponse 
immunitaire antitumorale est régulée par CD226.  
 
Au cours de ma thèse, j’ai mis en évidence que CD226 identifie les populations LT CD8+ CD226- et LT CD226+ chez des 
individus sains et des patients atteints de cancer. Des analyses transcriptomiques et fonctionnelles m’ont permis de 
démontrer que l’absence de CD226 conduit à une altération majeure de la prolifération et des fonctions effectrices 
des LT CD8+ stimulés par le TCR. Mes analyses effectuées sur des LT CD8+ infiltrant la tumeur chez des patients atteints 
de cancer et chez des souris porteuses de tumeur m’ont conduit à observer que le développement tumoral favorise 
l’accumulation des LT CD8+ CD226- hyporépondeurs au TCR au site de la tumeur. Des modèles murins précliniques 
ont pu ensuite mettre en évidence que cette accumulation progressive des LT CD8+ CD226- dépend du facteur de 
transcription Eomes. Le phénotype « épuisé »  est identique entre les LT CD8+ CD226+ et LT CD226- infiltrant la tumeur 
et seule l’absence de CD226 est à l’origine de la diminution des fonctions effectrices des LT CD8+ CD226-.  
De façon importante, j’ai pu observer que l’immunothérapie anti-PD-1 ne parvient pas à restaurer les fonctions des 
LT CD8+ CD226-, contrairement aux LT CD8+ CD226+.  
 
Ainsi, mes résultats indiquent qu’au-delà d’exprimer des récepteurs inhibiteurs, la perte du récepteur coactivateur 
CD226 est un nouveau mécanisme pouvant contribuer à l’épuisement lymphocytaire et à l’échappement de la 
tumeur aux LT CD8+. CD226 serait donc un marqueur de bon pronostic pour les patients traités avec les 
immunothérapies anti-PD-1, et inversement l’absence de CD226 pourrait expliquer en partie les faibles réponses 
cliniques de certains patients. 
 
